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RESUME  

Les cellules microgliales sont considérées comme les cellules immunitaires résidentes du 

système nerveux central (SNC). De nombreuses études ont démontré que ces cellules sont 

activées et recrutées sur le site de lésion. Les cellules microgliales de sangsue présentent un 

mode d’activation et de migration similaires post lésion expérimentale du SNC. Cette activation 

est accompagnée d'une libération massive de vésicules extracellulaires (VEs). 

Les VEs sont de petites particules produites par la plupart des types cellulaires et sont présentes 

dans plusieurs liquides biologiques, notamment la salive, l'urine, le lait maternel, le plasma et 

le liquide céphalo-rachidien ... Leur taille varie entre 30 nm et 1 µm de diamètre. Selon leur 

origine cellulaire, deux populations principales ont été décrites. Les exosomes qui sont connus 

comme des vésicules d'origine endosomales et les microvésicules qui sont générées suite au 

bourgeonnement de la membrane plasmique. 

Les travaux portent sur l'isolement de VEs libérées par des cellules microgliales en culture 

primaire. Chez la sangsue, ces dernières sont séparées des populations de neurones suite à la 

dissociation du SNC.  

Après quatre jours de culture, les VEs des cellules microgliales ont été isolées du milieu et leur 

contenu protéique a été analysé par spectrométrie de masse. 

D'autre part, les VEs isolées ont été également testées in vitro pour leur potentiel à induire une 

croissance neuritique à la fois sur les neurones de sangsue et des lignées cellulaires de 

neuroblastome de mammifères.  

 

Mots clefs  

Hirudo medicinalis, cellules microgliales, vésicules extracellulaires, contenu protéique, 

ultracentrifugation, Optiprep™, croissance neuritique.  

 

 

  



 

 
 

ABSTRACT  

In Mammals, microglial cells are considered as the resident immune cells in central nervous 

system (CNS). Many studies demonstrated that, after injury, these cells are activated and 

recruited at the lesion site. Leech microglia presents a similar pattern of microglial activation 

and migration upon experimental lesion of its CNS. This activation is associated with the 

release of a large amount of Extracellular Vesicles (EVs).  

EVs are small particles produced by numerous cell types and found in several biological fluids 

including saliva, urine, breast milk, plasma and cerebrospinal fluid ... Their size fluctuates 

between 30 nm and 1 µm in diameter. Depending on their cell origin, two EVs populations are 

reported: exosomes are described to be endosomales vesicles, while microvesicles are generated 

after plasma membrane shedding.  

The main goal of this work was to isolate microglia EVs released in primery culture. For this 

purpose, microglial cells were separated from neurons after leech CNS dissociation. After four 

days, EVs were isolated from conditionned medium and their protein content was investigated 

by mass spectrometry analyses.  

In the other hand, EVs were assessed for their potential to induce neuritite outgrowth on both 

leech neurons and mammal neuroblastoma cell lines.  

Keywords 

Hirudo medicinalis, microglia, extracellular vesicles, protein content, ultracentrifugation, 

Optiprep™, neurite outgrowth.  
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INTRODUCTION  

1.1 Les cellules microgliales : des cellules immunitaires résidentes à 

multiples facettes  

Les cellules microgliales sont des macrophages résidents du système nerveux central (SNC) et 

représentent dans le cadre du maintien de l’homéostasie cérébrale, la première ligne de défense 

contre les agents pathogènes [1]. Le terme « microglia » a été introduit pour la première fois en 

1919 par Del Rio-Hortega lors de ses études menées sur le SNC. Grâce à une technique de 

marquage au carbonate d’argent il a pu visualiser de manière très précise les cellules 

microgliales et plus tard les oligodendrocytes (figure 1) pour en reproduire la structure dans des 

dessins fidèles à ce qu’on peut observer de nos jours par les techniques modernes 

d’immunofluorescence [2]. 

 

Figure 1 : Dessins de Del Rio-Hortega (1919). Découvertes des cellules microgliales (A) et 
oligodendrocytes (B) par la technique de carbonate d’argent (Adapté et réimprimé avec permission à 
partir de [3]) .  Copyright 2007 Elsevier. 

Les cellules microgliales jouent un rôle clé dans la régulation immunitaire en produisant des 

facteurs solubles tels que les chimiokines ou les cytokines et des radicaux libres connus pour 

induire des réponses inflammatoires [4]. Des études ont montré que, lors du développement 

embryonnaire, les cellules myéloïdes primitives dérivées du sac vitellin sont les précurseurs de 
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la microglie et migrent ensuite dans le neuroépithélium [5]. Les cellules microgliales restent 

dans le SNC, d’où leur appellation de cellules immunitaires résidentes. Elles sont capables d'un 

auto-renouvellement efficace sans la contribution des cellules myéloïdes périphériques [6]. La 

microglie est également connue pour sa grande motilité, en effet, les prolongements portés par 

les corps cellulaires sont constamment en mouvements dynamiques, se rétractent et se 

prolongent pour surveiller de manière continue le parenchyme environnant, tandis que les corps 

cellulaires restent immobiles. Ces observations réalisées in vivo sur des souris transgéniques 

ont brisé un dogme quand à la connaissance de l’état physiologique de la microglie [7]. Des 

fonctions importantes ont été également démontrées au cours de la neurogenèse comme par 

exemple le soutien trophique des neurones [8]. Le remodelage des voies axonales et les 

connexions synaptiques font également partie des rôles physiologiques émergents de la 

microglie au cours du développement, contribuant globalement à la maturation efficace des 

circuits neuronaux [9]. Les cellules microgliales sont aussi étudiées pour leurs implications dans 

des pathologies du SNC et malgré une littérature riche, de nombreuses controverses sur la 

fonction microgliale doivent encore être résolues. 

Dans plusieurs cas, la réponse microgliale exacerbée peut contribuer de manière significative, 

à une perte aberrante de connexions synaptiques conduisant à la dégénérescence neuronale [10]. 

En outre, les cellules microgliales sont des acteurs majeurs de la neuroinflammation, car elles 

sont les principales sources de médiateurs inflammatoires dans le SNC, comme les cytokines 

[11]. La réponse neuroinflammatoire médiée par les cellules microgliales tend au premier abord 

à résoudre le problème lié à une présence de pathogènes et donc restaurer l'homéostasie 

cérébrale dans une dynamique neuroprotectrice. 

Des études ont montré que les cellules microgliales chez la sangsue médicinale Hirudo 

medicinalis, présentent des propriétés similaires d’activation. De manière intéressante, après 

lésion de la chaine nerveuse (CN) chez la sangsue, un recrutement massif des cellules 

microgliales est observé au site de lésion. Ce mécanisme semble essentiel dans le cadre d’une 

reconstruction synaptique, d’une repousse neuritique [12] et d’une récupération fonctionnelle 

motrice [13]. 
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1.1.1 Le système nerveux central chez la sangsue 

H. medicinalis est un Annélide (Errantia, Clitellata). Cette espèce est étudiée en neuroscience 

pour la particularité structurale de son système nerveux central. En effet, le SNC se présente 

sous forme d’une chaine nerveuse, localisée en position médio-ventrale protégée par un sinus 

sanguin. Il est constitué de 4 ganglions innervant la partie antérieure de l’animal fusionnés en 

deux masses distinctes, le ganglion cérébroïde (ou supra œsophagiens) à rôle essentiellement 

neurosécréteur [14] et le ganglion sous œsophagien, innervant la ventouse antérieure 

péribuccale [15]. Un ganglion segmentaire innerve chaque métamère du corps de l’animal soit 

21 ganglions métamériques et enfin 7 ganglions sont fusionnés à l’extrémité postérieure et 

innervent principalement la ventouse postérieure (figure 2). Les ganglions sont reliés par deux 

connectifs longitudinaux constitués de fibres nerveuses et d’un mince connectif médiant appeler 

nerf de Faivre. Chaque ganglion contient environ 400 neurones et est relié aux neurones des 

ganglions voisins par des axones. D'autres types cellulaires (figure 2b) sont présents dans le 

SNC de sangsue : les cellules macrogliales ou six cellules gliales géantes du paquet qui 

enveloppent les corps cellulaires des neurones, deux cellules gliales du neuropile entourant la 

naissance des axones dans les ganglions et deux cellules gliales des connectifs entourant les 

axones dans les connectifs. Dans le SNC adulte, sont également présentes des cellules 

microgliales de petite taille ( 5µm) réparties en nombre aussi bien dans les ganglions (plus de 

10000 cellules/ganglion) que dans les connectifs (2000 cellules/connectif) [16]. Cette 

structure de la chaine nerveuse est propice à l’étude sur la spécificité des connexions 

synaptiques, ainsi qu’à la cartographie des neurones dans chaque ganglion. Dans un premier 

temps, trois types de neurones sensoriels ont été déterminés les neurones tactiles (T), de 

pressions (P) et nociceptifs (N) [17]. Par la suite, les motoneurones (M) ont été identifiés [18]. 

Chez la sangsue médicinale, les neurones sensoriels lésés peuvent développer de nouvelles 

connexions synaptiques, avec un degré élevé de spécificité, permettant de restaurer le 

mouvement locomoteur [19]. Cette capacité de régénération des synapses a été démontrée in 

vitro avec des ganglions de sangsues isolés. Les mécanismes de régénération ont été 

approfondis en tenant compte des autres types cellulaires présents à proximité des neurones 

lésés. L’injection de protéases dans les cellules gliales géantes permet de les éliminer de 

manière spécifique. Leur disparition n’affecte cependant pas les mécanismes de réparation et 

de reconnexions synaptiques [19,20]. Ces résultats suggèrent que ces cellules macrogliales ne 

semblent pas essentielles pour engager la repousse axonale. Les cellules microgliales, recrutées 

au site de lésion semblent donc présenter un réel potentiel pour induire la réparation des 

neurones lésés.  
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Figure 2 : Anatomie du SNC de sangsue et organisation cellulaire d’un ganglion. A. Diagramme du 
système nerveux de la sangsue contenant un ganglion cérébroïde, un ganglion sous œsophagien, 21 
ganglions segmentaires et 7 ganglions postérieurs fusionnés, reliés par des connectifs. B. shema de la 
chaine nerveuse avec l’agrandissement d’un ganglion C. La vue dorsale du ganglion présente des 
cellules gliales du paquet enveloppant les corps cellulaires neuronaux. Les axones traversent le 
neuropile entourés par les cellules macrogliales du neuropile et se prolongent dans les connectifs 
entourés par les cellules macrogliales des connectifs. Des milliers de cellules microgliales sont réparties 
dans les ganglions et les connectifs. Le système nerveux est protégé par la capsule externe conjonctive, 
recouverte à l'extérieur par l'endothélium (Adaptée et réimprimée avec permission, de [21]). Copyright 
2012 Tahtouh et al; licence BioMed Central 

1.1.2 Recrutement des cellules microgliales à la lésion  

L’activation des cellules microgliales de sangsue présente des similitudes avec celle des 

mammifères. Le marqueur cellulaire Iba1 (Ionized calcium binding adaptor molécule 1) a 

récemment été utilisé pour mettre en évidence cette population cellulaire [22]. Suite à une lésion 

expérimentale de la chaine nerveuse, une accumulation assez rapide de cellules microgliales est 

observée au site de lésion (figure 3). Des études antérieures qui seront développées ci-dessous, 

menées afin de déterminer les mécanismes qui régissent ce recrutement ont montré que chez la 

sangsue plusieurs chimioattractants venant de neurones ou des cellules gliales sont impliqués.  
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Figure 3 : Mise en évidence de l’accumulation microgliale. A-F Immunohistochimie sur chaine 
nerveuse in toto chez la sangsue. Les connectifs sont lésés et observés à différents temps post lésion 
(T0, 1h, 3d, 7d et 10 jours). Un double immunomarquage a été réalisé : anti-HmIba1 (vert) et anti-
gliarine (rouge). Tous deux marquent spécifiquement la microglie. Les noyaux cellulaires ont été 
contre-colorés au Hoechst 33342 (blanc). L’encart de la figure C montre un détail de colocalisation de 
HmIba1 et de la gliarine dans des cellules microgliales de forme allongée. L'encart de la figure F montre 
la morphologie arrondie des cellules HmIba1 positives accumulées au site de la lésion. La barre 
d’échelle indique 20 µm. (Adapté et réimprimé avec permission, de [22]). Copyright 2014 Wiley 
Periodicals. 
 

L’adénosine triphosphate (ATP) par la voie des récepteurs purinergiques, particulièrement le 

P2X7 [23] est considéré comme un activateur général de microglie. Sa libération par les cellules 

nerveuses chez la sangsue est régulée via le canal innexine/pannexine [24]. Le monoxyde 

d’azote (NO) est aussi un chimioattractant capable de recruter de manière dose dépendante les 

cellules microgliales d'Hirudo dans les quelques minutes qui suivent la lésion [25]. L’inhibition 

de la libération de ces deux facteurs retarde l’induction de la repousse neuritique [12]. D’autres 

effecteurs immunitaires à activité chimioattractante, et homologues à ceux retrouvés chez les 

mammifères, ont été caractérisés chez la sangsue comme l’EmapII (Endothelial-monocyte-

activating polypeptide II) [26], l’IL-16 (interleukine 16) [27] et le C1q (facteur du complément 

C1) [28]. 

Chez les mammifères, EmapII est un marqueur traduisant l’activation des cellules microgliales 

[29]. Chez la sangsue, l’expression d'un gène codant pour HmEmapII  (Hirudo medicinalis 
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Endothelial-monocyte-activating polypeptide II) résulte de l’activation d'une voie de 

signalisation TLR (Toll like Receptor), plus précisément HmTLR1, un homologue du TLR1 des 

mammifères [26,30]. Étant donné que la molécule CXCR3 (C-X-C Motif Chemokine Receptor 

3) est le récepteur naturel de l’EmapII humain, des essais de chimiotactisme sur la microglie de 

sangsue ont été réalisés en utilisant soit un anticorps anti-CXCR3, soit l’IP-10 (interferon-

inducible protein 10), un agoniste de CXCR3. Les résultats ont montré un effet compétitif 

permettant la réduction de la migration de la microglie induite par EmapII, suggérant l'existence 

d'une molécule apparentée à CXCR3 chez la sangsue [26].  

Il-16 est une cytokine chez les mammifères qui présente une activité   chimioattractante pour 

les lymphocytes CD4+ (Cluster de Différenciation 4) [31] et une activité proinflammatoire suite 

à sa libération par les lymphocytes et les cellules microgliales [32]. Chez la sangsue, HmIL-16 

est libérée par les extrémités des neurones lésés et sert de chimioattractant pour les cellules 

microgliales qui présenteraient un récepteur à l’IL-16 homologue au CD4 [27].  

C1q appartenant au facteur du complément C1, est un médiateur inflammatoire et considéré 

comme une molécule clé dans les maladies neurodégénératives chez les mammifères [33] 

l'homologue de ce facteur chez la sangsue, HmC1q, est un acteur de l’activation microgliale qui  

aurait une origine neuronale et/ou microgliale [34]. Deux récepteurs à l’HmC1q ont été 

caractérisés chez la sangsue et nommés HmC1qBP (Complement C1q Binding Protein) et 

HmCalR (calreticulin receptor). Ils semblent être exprimés sur des populations microgliales 

distinctes [28,35]. 

L’homologie qui existe entre la sangsue et les mammifères concernant l’activation microgliales 

et les facteurs chimioattractants qui interviennent dans le recrutement, ainsi que l’accessibilité 

de la chaine nerveuse, sont des éléments qui font de H. medicinalis un modèle intéressant pour 

l’étude de la microglie.  

En outre, des observations en microscopie confocale de neurones en co-culture avec des cellules 

microgliales, montrent que la croissance neuritique in vitro s’accompagne d’une sécrétion très 

importante de vésicules extracellulaires (VEs) [36] De plus, une culture de neurones seuls 

révèle un nombre réduit de VEs libérées dans le milieu de culture, ce qui suggère fortement  

une origine microgliale de ces vésicules ou le besoin d’une co-culture pour une sécrétion 

stimulée.  
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1.2 Les vésicules extracellulaires  

L’une des bases du maintien de l’homéostasie cellulaire passe par la communication 

intercellulaire. Celle-ci regroupe l’ensemble des messages qui partent d’une cellule émettrice 

vers une cellule réceptrice. A noter que les rôles émetteurs et receveurs peuvent être assurés par 

la même cellule, dans une configuration de boucle d’autorégulation. Qu’ils soient émis en 

conditions physiologiques ou pathologiques, après réception et transduction ces signaux ont un 

impact sur les cellules receveuses.  Les mécanismes de communication cellulaire peuvent être 

médiés par contact direct de cellule à cellule ou par transfert de molécules secrétées (e.g. 

hormones, cytokine, facteurs de croissance et neurotransmetteurs. Ces deux dernières 

décennies, un nouveau mécanisme de communication a été décrit, basé sur le transfert 

d’informations via des vésicules extracellulaires (VEs) [37–39].   

1.2.1 Historique  

Les premiers travaux de recherche faisant référence aux VEs sont ceux de Wolf en 1967 [40]. 

Il décrivait la présence de granules denses aux électrons provenant de plaquettes fraichement 

isolées de sang citraté, qu’il qualifia à l’époque de « poussière plaquettaire » de l’anglais 

“platelet dust” (figure 4). 

 

Figure 4 : Coupe de plaquettes intactes faite immédiatement après la séparation du sang citraté frais. 
Noter la présence de particules denses aux électrons (flèches) qui semblent être des poussières 
plaquettaires. (Réimprimé avec permission, de [40])   
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En 1975, Dalton [41] décrit des microvésicules dont la structure est similaire à celle de vésicules 

présentes dans les corps multivésiculaires (CMVs). Son étude portait sur la comparaison entre 

les microvésicules libérées en culture par les cellules lymphocytaire FL-74 et celles présentes 

dans le sérum de veau fœtal commercial. Il conclut que les vésicules de CMVs et les 

microvésicules extracellulaires ont une ultrastructure similaire, mais qu’il n’a pas de preuves 

concrètes d’une origine commune.   

En 1981, Trams fut le premier à utiliser le terme « exosomes », pour décrire un large panel de 

vésicules dont la taille allait de 40 nm à 1 µm. Ces vésicules provenaient de différentes lignées 

cellulaires à phénotype normal et néoplasique [42]. Dans son étude il met en évidence une 

activité 5’ nucléotidase de ces vésicules « exfoliées » de la membrane plasmique. Pour justifier 

de cette origine, l’auteur s’est appuyé sur la richesse lipidique des vésicules notamment en 

sphingomyéline et acides gras polyinsaturés, suggérant un rôle physiologique pour ces 

structures.  

En 1983, deux équipes ont rapporté quasi simultanément que les récepteurs à la transferrine 

dans les réticulocytes, sont associés à de petites vésicules d'environ 50 nm qui sont littéralement 

relarguées par ces cellules dans l'espace extracellulaire [43] [44].  

Plus tard en 1987, Johnstone [45] découvre que, l’élimination des récepteurs membranaires des 

réticulocytes passe par la voie endosomale avec formation de vésicules intraluminales (VILs) 

dans l’endosome, puis fusion des CMVs avec la membrane plasmique et relargage 

extracellulaire de ces VILs. Elle reprend le terme « exosomes » utilisé auparavant par Trams 

[42], mais cette fois pour décrire ces VILs libérées. Le terme « exosome » restera utilisé pour 

se référer à des vésicules d’origine endosomale.  

Une décennie plus tard, l’intérêt des vésicules s’intensifie dans le domaine de l’immunologie. 

En effet, en 1996, l’équipe de Raposo démontre que les lymphocytes B libèrent des exosomes 

contenant le Complexe Majeur d’Histocompatibilité de classe II (CMH-II). Ce relargage 

intervient après fusion des CMVs avec la membrane plasmique. Ces exosomes ont alors la 

capacité de présenter le complexe peptidique CMH-II et de ce fait d’activer les cellules T  [46].  

Rapidement en 1998, Zitvogel met en évidence la production d’exosomes par les cellules 

dendritiques (figure 5) [47], suivi par Théry qui confirme cette production [48]. L’une des 

fonctions des exosomes mise en évidence en 2002 est l’activation des lymphocytes T [49].  
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Figure 5 : Microscopie électronique d'exosomes de cellules dendritiques immunomarqués. Les 
préparations d'exosomes contiennent de petites vésicules de 50 à 90 nm marquées avec un anticorps 
anti-CD63, une tetraspanie presente à la surface des vésicules. Barres: 250 nm. (Réimprimé avec 
permission, de [47]). Copyright 1998 Nature Publishing Group. 

En 2007, Valadi et ses collègues relancent l’intérêt de la recherche sur les vésicules 

extracellulaires en démontrant pour la première fois, la présence d’acide ribonucléique 

messager (ARNm) et de microARN (mi-ARN) dans les exosomes isolés à partir de mastocytes 

murins et humains, mais également dans les cellules cibles, où ils sont biologiquement actifs 

[37].  

En 2011, la Société Internationale des Vésicules Extracellulaire (ISEV) est fondée avec comme 

président Jan Lötvall. Le premier congrès international de la société a eu lieu en 2012, à 

l’Université de Göteborg, Suède [50]. Un de ses accomplissements a été la mise en place d’un 

journal dédié à la recherche sur les vésicules extracellulaires (JEV : Journal of Extracellular 

Vesicles). Le journal compte à ce jour 7 volumes. Le facteur d’impact sera bientôt déterminé, 

mais le journal fait référence dans le domaine de la recherche sur les VEs par son facteur de 

citation (20.23 pour l’année 2017 d’après Scopus CiteScore).  

Actuellement, la société compte plus de 1000 membres et des Sociétés Nationales ont été 

également créées. La Société Française des Vésicules Extracellulaires (FSEV) a été 

officiellement fondée le 21 Avril 2018.  
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1.2.2 Nomenclature 

Au fil des années, une grande confusion s’est installée dans la nomenclature des vésicules 

extracellulaires [51]. Souvent, les vésicules sont nommées en fonction des cellules ou tissus 

dont elles dérivent. Ainsi, on trouve des termes comme prostasomes (vésicules dérivant de 

prostate) [52,53] ou oncosomes (vésicules issues de cellules cancéreuses) [54,55]. 

Quand la nomenclature est basée sur l’origine cellulaire, des termes comme exosomes 

(vésicules endosomales) [56], ectosomes (vésicules issues du bourgeonnement membranaire) 

[39] ou encore corps apoptotiques (vésicules formées suite à la mort cellulaire) [57] sont alors 

utilisés.   

Des synonymes sont aussi très communément utilisés : l’exemple des ectosomes étant le plus 

marquant. En effet, ectosomes [58] microvésicules [39], microparticules [59,60] et vésicules 

excrétées (shedding vesicles) renvoient tous au même type vésiculaire, à savoir celles issues 

d’un bourgeonnement membranaire.   

Cependant, ces termes ne fournissent généralement aucune information sur le type vésiculaire 

auquel ils renvoient et encore moins sur l’origine cellulaire qui leur a donnée naissance.  

Basé sur leurs tailles, les vésicules extracellulaires se divisent en trois catégories: i) exosomes 

compris entre 30-100 nm, proche de celle du virus, ii) microvésicules, considérées comme plus 

grande, plutôt proche de la taille d’une bactérie et d’un diamètre compris entre 100-1000 nm et 

iii) corps apoptotiques, d’une taille comprise entre 1 µm et 5 µm d’un ordre de grandeur proche 

de celui des plaquettes [57] (figure 6).  
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Figure 6 : Gamme de taille des principaux types de vésicules membranaires. Les exosomes partagent 
une distribution de taille avec les virus, les microvésicules se chevauchent avec les bactéries, alors que 
et les corps apoptotiques et les plaquettes ont une taille comprise entre 1 et 5 µm. (Adapté et 
réimprimé avec permission, de [57]). Copyright the Author(s) 2011. 

La communauté internationale via les publications dites de prise de position « ISEV position 

papers » [61,62] travaille à mettre en place une standardisation de la nomenclature mais 

également à établir des règles de rigueur expérimentale quant à l’étude des VEs. Il est difficile 

d’envisager une séparation des VEs basée sur leur taille car les différentes catégories ont des 

tailles chevauchantes [63]. D’autre part, des marqueurs moléculaires spécifiques de différentes 

catégories sont à ce jour inconnus, et donc une séparation basée sur un piégeage moléculaire 

semble impossible [64]. C’est pour l’ensemble de ces raisons, et pour limiter la confusion, que 

le terme « vésicules extracellulaires » plus générique sera utilisé dans le présent manuscrit.       
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1.2.3 Biogenèse des vésicules extracellulaires  

L’intérêt du projet de thèse s’inscrit sur l’effet bénéfique potentiel des vésicules extracellulaires 

dans l’induction de la croissance neuritique. C’est dans ce contexte que les corps apoptotiques, 

étant majoritairement des véhicules de facteurs de mort cellulaire [57], ne représentent pas un 

intérêt pour notre étude.  

1.2.3.1 La voie endosomale (les exosomes)  

 Les exosomes sont des vésicules libérées dans le milieu extracellulaire suite au phénomène 

cellulaire d’exocytose. Leur taille varie entre 30-100 nm et peut atteindre 150 nm selon certains 

auteurs [56]. Avant d’être sécrétés, les exosomes passent par une étape de « tri ». En effet, ils 

sont soit dégradés dans le lysosome soit adressés à la membrane plasmique pour être sécrétés 

dans le milieu extracellulaire [65].    

Les vésicules extracellulaires dites exosomes sont d’abord générées sous forme de vésicules 

intraluminales (VILs) dans la lumière de l’endosome [66]. La maturation de l’endosome 

précoce en endosome tardif se traduit par la formation d’endosomes multivésiculaires ou corps 

multivésiculaires [65,67]. Cette maturation est possible notamment par les transitions des 

protéines RAB-GTPase (Ras-Related in Brain-Guanosyl tri-phosphatase)  RAB 5/RAB 7 [68]. 

La surexpression de Q75L, un mutant de RAB 5, induit une fusion des endosomes précoces, 

ceci se traduit par leur taille qui croit significativement [69]. Cependant, ce phénomène 

n’empêche pas la formation de VILs. Dans d’autres études sur les cellules Hela [70] et les 

cellules MCF7 (lignée mammaire cancereuse) [71], où RAB 5 et RAB 7 respectivement, ont 

été déplétés, la sécrétion des exosomes est modulée. La fonction de ces deux protéines GTPase 

tendrait plus vers le maintien de l’homéostasie des endosomes qu’une action directe dans la 

biogénèse des exosomes. 
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Figure 7 : Description schématique du trafic vésiculaire et de sa régulation par les GTPases RAB. Les 
protéines RAB 5 interviennent dans la maturation de l’endosome précoce vers l’endosome tardif, alors 
que RAB 7 favoriserait plus une orientation vers la voie de dégradation lysosomale.  

1.2.3.1.1 Biogenèse ESCRT dépendante   

Mise en évidence chez la levure, la machinerie ESCRT, pour Endosomal Sorting Complex 

Required for Transport, est le premier mécanisme décrit comme induisant la formation des 

VILs et par la suite des CMVs [72]. ESCRT est un complexe formé de quatre sous-complexes 

ESCRT-0 [73,74], ESCRT-I [75], ESCRT-II [76] et ESCRT-III [77] qui peuvent être associées 

à des protéines comme VPS4 (Vacuolar Protein Sorting-associated protein 4), ALIX 

(Apoptosis-Linked gene 2-Interacting protein X), VTA-1 (Vps Twenty Associated 1) et ATPase 

(Adenosin TriPhosphatase) [78] (figure 8).  
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Figure 8 : Représentation du complexe ESCRT. Les branches ESCRT-I / ESCRT-II et ALIX de la voie ESCRT 
sont illustrées dans le contexte d'un col de bourgeon de vésicule générique. Elles apparaissent sur la 
face externe du col de bourgeonnement  liée à  ESCRT-III (Réimprimé avec permission, de [78]). 
Copyright 2015 The Author. 

Afin d’expliquer le mécanisme d’action de ce complexe, de multiples modèles ont été proposés 

sur la base d’observations contradictoires, ceci s’explique par le fait que ces modèles sont type 

cellulaire et organisme dépendents. 

De manière générale, ces différents sous-complexes agissent de manière séquentielle :  

ESCRT 0 est constitué des deux sous unités HRS (Hepatocyte Growth Factor (HGF)-Regulated 

tyrosine kinase Substrate) -VPS27 chez la levure- et de STAM pour Signal-Transducing 

Adaptor Molécule. ESCRT 0 est recruté à la limite de la membrane endosomale en interagissant 

avec le phospholipide PI3P (Phosphinositol-3-phosphate) présent dans la membrane des 

endosomes. Cette interaction permet de stabiliser l’amarrage des complexes ESCRT. Les deux 

sous-unités formant ESCRT 0 ont également la faculté de reconnaitre l’ubiquitine orientée coté 

cytoplasmique et portée par le domaine transmembranaire du cargo à empaqueter [72]. 

ESCRT 0 recrute ESCRT I par le biais de la liaison entre les sous unités HRS-TSG 101 (Tumor 

Ssusceptibility Gene 101) -Vps23 chez la levure.  

Ensemble, ESCRT 0 et ESCRT I regroupent en microdomaines les cargos ubiquitinylés, sous 

un manteau de clathrine. Un revêtement important pour limiter la diffusion du cargo, mais aussi 

dans l’adressage des vésicules vers des voies alternatives comme le transport rétrograde (du RE 

vers le Golgi) et les mécanismes de recyclage.  

ESCRT I recrute ESCRT II, qui à son tour recrute le complexe ESCRT III formé de CHMP6 

(CHarged Multivesicular body Protein 6) -Vps20 chez la levure- au niveau du col du bourgeon 

membranaire. Ce dernier s’attache à SNF 7 (Solute carrier family 6 member 7) -Vps32- pour 

favoriser la fission de la membrane du bourgeon de l’intérieur.  Ce complexe a également pour 
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fonction le recrutement des enzymes déubiquitinase, permettant d’éliminer les résidus 

d’ubiquitine du cargo. Des protéines ubiquitinylées ont parfois été retrouvées dans les exosomes 

[79], indiquant que la déubiquitinylation est une étape optionnelle et non critique pour la 

formation des VILs. ESCRT III est ensuite dissocié et recyclé par l’action de l’ATPase VPS4, 

recrutée à la membrane endosomale suite à sa liaison avec CHMP2 [80] et CHMP3 [81] (figure 

9). 

Une inactivation de la machinerie ESCRT induit un dérèglement de l’efficacité de libération 

des exosomes ainsi qu’un changement au niveau de la nature du cargo. Cependant, ceci 

n’empêche pas la formation des VILs malgré des changements morphologiques importants de 

l’endosome [82]. Ces conclusions laissent penser à l’existence d’autres voies de compensation 

lors de biogénèse et ce indépendamment de la machinerie ESCRT.  

Dans les réticulocytes, le récepteur à la transferrine est généralement adressé à la sécrétion via 

des exosomes par l’interaction avec ALIX [83]. Cette dernière, est une protéine du sous-

complexe ESCRT III faisant parti du protéome des exosomes. Elle a été montrée comme se 

liant à l'extrémité N-terminale de la syntenine. Cette liaison a été décrite comme impliquée dans 

la biogenèse et le tri exosomal du syndécan [71,84]. 
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Figure 9 : Modèle de tri des protéines dépendant de l'ubiquitine par la machinerie ESCRT. Le 
complexe ESCRT est composé de : ESCRT 0, I, II et III agissant de manière séquentielle pour trier la 
cargaison ubiquitinée (Ub). Le complexe VPS27/Hrs-Hse1/STAM (ESCRT-0) est recruté au niveau de la 
membrane des endosomes en liant PI(3)P et les cargos ubiquitinés. ESCRT-0 recrute ensuite ESCRT-I 
(composé de TSG101/VPS23-VPS28-VPS37) à la membrane, où ESCRT-I interagit avec les cargaisons 
ubiquitinées via sa sous-unité VPS23. Ensuite, ESCRT-I recrute ESCRT-II (composé de VPS22/Eap30-
VPS25/Eap25-VPS36/Eap45), qui à son tour initie l'oligomérisation du complexe ESCRT-III (composé de 
VPS2/CHMP2-VPS20/CHMP6-VPS24/CHMP3-Snf7/VPS32/CHMP4). ESCRT-I et II initient l'invagination 
de la membrane endosomale limitante. Les enzymes de désubiquitination ESCRT-III assurent la 
dissociation des résidus d'ubiquitine des molécules avant leur séquestration dans les CMVs. Enfin, 
ESCRT-III recrute des facteurs supplémentaires tels que Bro1 et l’ATPase VPS4. Bro1 recrutera une 
enzyme de deubiquitination alors que l’ATPase VPS4 travaillera à la séparation des complexes ESCRT-
III et son recyclage. (Adapté et réimprimé avec permission, de [85]). Copyright 2012 the author (s).   
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1.2.3.1.2 Biogenèse ESCRT Independent  

1.2.3.1.2.1 Voie lipidique 

La production d’exosomes peut passer par la voie des céramides, basée sur l’hydrolyse de la 

sphingomyéline par nSMase1 (neutral SphingoMyelinase-1). Ce phénomène est décrit par 

Trajkovic et collègues [86] observant une diminution de la production d’exosomes par les 

cellules Oli-neu quand l’enzyme nSMase1 est inhibée ou déplétée par utilisation d’acides 

ribonucléiques interférents (ARNi). Cette diminution s’accompagne d’une réduction de la 

formation des VILs. Ce qui suggère que dans les cellules Oli-neu non traitées où l’enzyme 

nSMase1 est effective, la formation des vésicules peut passer par l’invagination spontanée de 

la membrane.  

De la même manière, les phosphoinositides PI3P et PI2P inhibent la voie PI3K/AKT [87,88] et 

PIKfyve [89] impliqués dans les mécanismes de macroautophagie [90] et de ce fait favorisent 

une orientation vers le processus de microautophagie impliquée dans la biogénèse des exosomes 

[91].  

1.2.3.1.2.2 Voie des tétraspanines  

Les vésicules extracellulaires sont fortement enrichies en tétraspanines. Les protéines de cette 

superfamille peuvent s’organiser en microdomaines membranaires enrichis en tétraspanines. et 

ont la faculté d’interagir avec de nombreuses protéines de signalisation cytosoliques et 

transmembranaires [92]. De manière intéressante en l’absence d’ESCRT, les CMVs et par la 

suite les exosomes continuent à être formés. Les vésicules générées sont alors très enrichies en 

CD63 [82]. L’exemple du CMH-II illustre parfaitement ce cas de figure. En effet, 

l’empaquetage du CMH-II dans les exosomes est indépendant de son ubiquitinylation et donc 

de la machinerie ESCRT, mais dépend de son incorporation dans les microdomaines riches en 

CD9 [93]. D’autres part, des études sur la mélanogenèse ont montré que les cellules de 

mammifères ont des voies de biogenèse des CMVs indépendantes des céramides ainsi que de 

la machinerie ESCRT, mais impliquent les tétraspanines CD63. Les CD63 sont plus localisées 

dans les endosomes et lysosomes tardifs. Ces tétraspanines sont probablement impliquées dans 

la formation de ces compartiments. Des déficiences lysosomales ne sont pas détectées chez les 

souris CD63 knock-out, cependant elles abritent des organites liés aux lysosomes altérés [66]. 

Dans les cellules HeLa déplétées en HRS (ESCRT0), le CD63 est nécessaire à la génération 

des VILs [94]. La protéine virale LMP1 (Latent Membrane Protein 1) recrute CD63 dans les 

CMVs à faible contenance en cholestérol pour échapper à la dégradation dans les lysosomes. 
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LMP1 est alors sécrétée abondamment et rapidement via les exosomes, ce qui semble atténuer 

la signalisation NF-κB dépendante de la molécule LMP1 [95]. 

L’invalidation génique de CD9 dans les cellules dendritiques de la moelle osseuse de souris, 

réduit la libération d'exosomes par rapport aux cellules dendritiques de type sauvage [96]. Par 

contre une absence de tétraspanines CD81 dans des lymphocytes n’affecte pas la libération 

d’exosomes [97]. Dans un modèle de cancer du sein chez la souris, la libération par les 

fibroblastes de WNT 11 (Wingless-type MMTV iNTegration site family) sécrété dans des 

exosomes est dépendante de la présence de CD81 [98]. De tous ces résultats, il semblerait que 

les mécanismes d’implication des tétraspanines dans la biogenèse des exosomes dans les 

CMVs, soit dépendent du type cellulaire et de l’organisme. 

La machinerie ESCRT-indépendante et les mécanismes ESCRT semi-dépendants, comme la 

voie Alix/Syndécan/Synténine[71], semblent être plutôt impliqués dans l’excrétion des VILs 

sous forme d’exosomes cependant la voie dépendante de la machinerie ESCRT semble plus 

favoriser la dégradation après fusion avec le lysosome. 

1.2.3.1.3 Tri des CMV : balance entre dégradation et sécrétion   

A la différence des microvésicules dont la formation nécessite la présence du cargo au niveau 

de la membrane plasmique. La formation des exosomes passe par la voie endosomale. Le tri 

permet d’orienter les CMVs vers la voie de dégradation lysosomale ou vers un adressage à la 

membrane plasmique. La fusion des membranes des CMVs avec la membrane plasmique 

permet la libération des VILs sous forme d’exosomes dans l’espace extracellulaire. Un nombre 

d’étapes plus important pour la libération des exosomes suggère que leur adressage prenne plus 

de temps par rapport à celui des microvésicules. 

Les mécanismes qui régissent le destin des corps multivésiculaires pour aller soit vers la voie 

de dégradation ou soit vers la voie d’excrétion sont encore mal connus. Plusieurs études 

rapportent que l’inhibition de l’une des deux voies favoriserait l’autre. En effet, l’inhibition de 

l’activité lysosomale par des agents alcalins, augmente de manière significative la sécrétion de 

vésicules extracellulaires.  

Dans des études sur la maladie d’Alzheimer, l’utilisation de la chloroquine sur des cellules SH-

SY5Y induit une augmentation de la sécrétion d’exosomes contenant la protéine précurseur du 

peptide β amyloïde [85]. La chloroquine est un agent lysosomotrope qui empêche l’acidification 

endosomale [99]. Son accumulation dans le compartiment lysosomale inhibe les enzymes qui 
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s’y trouvent et empêche la fusion de l’endosome avec le lysosome. Cet agent a également la 

capacité de limiter l’autophagie, car l’augmentation du pH lysosomal, inhibe la fusion avec 

l’autophagosome [100]. Il a également été rapporté pour la protéine associée aux microtubules 

Tau qu'une mutation induisant l’inhibition des lysosomes est accompagnée d’une augmentation 

de la présence de protéines Tau dans les VEs [101].  

Les RAB sont des petites GTPases dont la taille est comprise entre 20 et 25 kDa. Les protéines 

RAB sont retrouvées sous deux états. L’état activé (état “on“) en présence de GTP (Guanosine 

Tri-Phosphate) et l’état inactivé (état “off“) après hydrolyse du GTP en GDP (Guanosine Di-

Phosphate). Les protéines RAB GTPases sont des régulateurs clés du trafic cellulaire. Plus de 

70 protéines de type RAB ont été identifiées dans les cellules humaines et leurs membranes. De 

manière intéressante, ces membres de la famille RAB sont localisés dans des compartiments 

intracellulaires distincts [102]. 

L’orientation des CMVs vers la dégradation lysosomale se fait le long des microtubules par des 

mécanismes de transport rétrograde, ce qui implique l’intervention de la protéine RAB 7 et d’un 

moteur moléculaire, la dynéine. RAB 7 est une Ras GTPase à multiples facettes. En effet, RAB 

7 peut déclencher la machinerie d’orientation des CMVs vers la dégradation lysosomale 

[103,104] et de manière étonnante est impliquée dans la sécrétion d’exosomes [71]. L’une des 

pistes pour expliquer l’une ou l’autre activité, réside dans les modifications post 

traductionnelles portées par RAB 7. L’ubiquitinylation de RAB 7 favorise le déclenchement de 

la voie de dégradation des CMVs par le lysosome et sa non ubiquitinylation conduit à leur 

sécrétion sous forme d’exosomes. Dans ce contexte, la parkine -une E3 ubiquitine ligase- joue 

un rôle dans l’organisation des voies endosomale et endo-lysosomale [105]. A noter que la 

composition lipidique des VILs oriente également le tri des CMVs par RAB 7. En effet des 

VILs présentant une faible contenance en cholestérol, favorise la dégradation des CMVs par la 

voie lysosomale [106] (figure 10). Ces résultats mettent donc en avant la capacité des exosomes 

à être un moyen rapides de communication cellulaire et de propagation de facteurs 

pathologiques comme par exemple l’α-synucléine [107] Même si tous les mécanismes ne sont 

pas découverts, cette libération accrue fait suite à une accumulation de l’α-synucléine 

cytosolique. La voie lysosomale permettrait d’éliminer efficacement ce genre de protéines dans 

un contexte pathologique via RAB 7.  
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Figure 10 : Interdépendance des voies de trafic intracellulaire dans la formation de vésicules 
extracellulaires. La formation d'exosomes (flèches bleues) et de microvésicules (flèches vertes) 
nécessite une régulation adaptée de plusieurs étapes de trafic intracellulaire qui influent sur le site de 
biogenèse des vésicules extracellulaires et, pour les exosomes, sur le destin des corps multivésiculaires 
(CMVs). Les cargaisons dans les CMVs proviennent d'une endocytose au niveau de la membrane 
plasmique ou directement sur les membranes des CMVs ou encore via la voie de biosynthèse du trans-
Golgi-network (TGN), par les endosomes de tri précoce. Le transport rétrograde vers le TGN ou le 
recyclage vers la membrane plasmatique détournera les cargaisons de leur adressage vers le CMV 
(flèches en pointillés) et, par conséquent, leur incorporation dans des vésicules intraluminales (VILs). 
Ces processus de tri sont régulés par diverses protéines GTPases apparentées à RAS (RAB). Une fois 
maturés, les CMVs qui ne sont pas adressés vers les lysosomes ou les autophagosomes en vue de leur 
dégradation, sont transportés par les microtubules vers la membrane plasmique. À ce stade, 
l'amarrage et la fusion sont les deux processus finaux nécessaires à la libération de l'exosome. Les 
protéines RAB, actine et SNARE sont impliquées dans ces étapes de libération des exosomes. Dans le 
cas de la biogenèse des microvésicules, l’endocytose (flèche pointillée) et le recyclage vont 
respectivement diminuer et augmenter l’adressage des cargaisons membranaires via les 
microvésicules. Il est à noter que la libération d'exosomes nécessite des étapes de transport, 
d'attachement et de fusion du CMV étroitement régulées à la membrane plasmique (en dehors du tri 
des cargaisons), ce qui pourrait expliquer la différence de temps entre la formation et la libération des 
deux types de vésicules extracellulaires. ARF6= ADP-ribosylation factor 6; RAL-1= Ras-related GTPase; 
SNAP23=SsyNaptosomal-Associated Protein 23; SYX-5= SYntaXin 5; VAMP3= Vesicle-Associated 
Membrane Protein, * = protéine Caenorhabditis elegans. (Adapté et réimprimé avec permission, de 
[103]). Copyright 2018 Macmillan Publishers Limited, part of Springer Nature. 
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1.2.3.1.4 Transport, ancrage membranaire  

Une fois le tri et la destination finale des CMVs déterminés, les exosomes destinés à l’excrétion 

sont adressées à la membrane plasmique. Plusieurs étapes et mécanismes, ont été rapportés qui 

impliquent des moteurs moléculaires dans le transport antérograde comme la kinésine, des 

protéines du cytosquelette (microtubule, actine) ainsi que des protéines de la famille RAS-

GTPase (RABs) et SNARE (Soluble N-éthylmaleimide-sensitive-factor Attachment protein 

REceptor).  

L’étude des mécanismes de fusion des CMVs et de libération d’exosomes par les cellules K562 

-lignée de cellules érythrocytaires humaine- a montré que Rab 11 a un effet régulateur dans le 

recyclage du récepteur à la transferrine (RTf) qui est calcium dépendante [108,109]. En effet, 

par des techniques d’invalidation géniques, en générant des mutations ponctuelles, les cellules 

transfectées par Rab-sauvage ou Rab mutant (Rab11Q70L), montrent de larges CMVs Rab-

GFP positifs [110]. Ces analyses montrent une diminution de l’expression du RTf à la surface 

cellulaire, qui s’explique par sa séquestration dans les compartiments intracellulaires et/ou sa 

perte via une sécrétion exosomale. Ces observations traduisent une implication de RAB 11 dans 

le trafic intracellulaire ainsi que dans la sécrétion exosomale.   

RAB35 régule de manière accélérée l’endocytose et/ou le recyclage à la membrane plasmique 

de diverses protéines dont la transeférrine [68]. Les oligodendrocytes isolent les axones avec 

une gaine de myéline, ce qui fournit non seulement un support trophique protégeant ainsi du 

stresse oxydatif [111], mais permet également une transmission plus rapide du signal. Dans le 

cadre de communication neurone-glie, les oligodendrocytes ont été testés pour leur capacité à 

sécréter des exosomes. L’une des voies du trafic intracellulaire qui est impliquée dans ce 

processus passe par RAB35 [112]. Dans la même étude, l’inhibition de RAB35, induit une 

accumulation de vésicules endosomales et une diminution de la sécrétion exosomale. Ces faits 

posent la base pour un système de communication cellulaire médiée par des vésicules 

extracellulaires dans le système nerveux. Cependant, la certitude physiologique d’une telle 

transmission entre oligodendrocytes et neurones est opposée au fait que la microglie -plus que 

les astrocytes, oligodendrocytes et neurones- est montrée comme cible préférentielle des 

exosomes libérés par les oligodendrocytes qu’elle internalise par macropinocytose [113]. 

RAB27, présente sous deux isoformes (RAB27a et RAB27b) est tout aussi importante dans la 

sécrétion d’exosomes. Avec ses effecteurs, les protéines Synaptogamine-like 4 (Slp4) et 
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l’exophiline 5 (Slac2b), ils interviennent dans l’ancrage à la membrane (docking step), la 

dernière étape du trafic des CMVs [70,103] avant exocytose. 

Dans les cellules HeLa, l’inhibition de RAB27a et RAB27b induit une diminution de l’amarrage 

des CMVs à la membrane [70]. A noter que RAB 27b n’est pas retrouvée de manière 

constitutive dans tous les types cellulaires. En effet, dans les mélanocytes et les lymphocytes 

cytotoxiques on retrouve uniquement RAB27a alors que dans les plaquettes les deux isoformes 

sont présentes [68]. Ceci traduit la diversité de la machinerie d’excrétion d’exosomes 

dépendamment du type cellulaire.  

Tous les mécanismes ne sont pas encore connus, par exemple on n’explique pas comment 

certains CMVs sont dirigés vers la dégradation et d’autres vers la sécrétion. Des notions de 

« priming » de CMVs commencent à voir le jour, poussant de plus en plus à renforcer l’idée 

que les CMVs capable de contenir des exosomes pourraient être considérés comme des 

compartiments spécialisés et non pas juste des sous-types de CMVs [103] (figure 10).  

1.2.3.1.5 Fusion et libération  

L’étape finale pour l’excrétion des exosomes est la fusion des CMVs à la membrane plasmique 

et la libération des VILs sous forme d’exosomes.  

Les SNAREs sont des complexes protéiques retrouvés au niveau des membranes cellulaires. Ils 

sont décrits comme éléments clés dans la fusion lors de toutes les étapes du trafic vésiculaire 

de la voie de sécrétion [114,115]. Structurellement, les SNAREs sont formés d’hélices qui 

interagissent en se regroupant en complexes trans à 4 hélices parallèles nommées SNAREpin 

[116]. La formation de ce complexe conduit à une connexion étroite des membranes destinées 

à fusionner [117]. Les v-SNARE (v pour vesicle) sont retrouvés au niveau des vésicules 

destinées à être sécrétées et sont également appelés R-SNARE. R en rapport avec l’acide aminé 

arginine qu’elles portent et qui se retrouve dans le cœur du complexe SNAREpin. Les t-SNARE 

(t pour target) sont retrouvés au niveau de la membrane réceptrice (e.g. endosomale, 

lysosomale, plasmique) [118] et sont également appelés Q-SNARE. Q en rapport avec les 3 

acides aminés glutamine, qu’elles contiennent (Qa Qb et Qc) [119]. Une liaison hydrogène entre 

les acides aminés R et Q, permet un rapprochement de la vésicule et de la membrane cible. Afin 

de permettre leur recyclage et réutilisation dans d’autres événements de fusion, la protéine NSF 

(N-ethylmaleimide-Sensitive Fusion protein) intervient pour désassembler le faisceau hélicoïdal 

SNAREpin [117]. 
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La protéine NSF appartient à une AAA+ (ATPases Associated with various cellular Activities), 

une superfamille de protéines avec un ou deux domaines de liaison aux nucléotides, formant 

souvent des oligomères en anneau et fonctionnant comme des protéines chaperonnes dans 

divers processus cellulaires. Elles ont la capacité de déplier des agrégats ou des structures 

compactes [120]. Fader et collaborateurs [121] ont montré qu’une R-SNARE, la protéine 

VAMP7 (Vesicle-Associated Membrane Protein 7), est nécessaire à la libération d'exosomes : 

dans la lignée cellulaire K562, la surexpression du domaine N-terminal de VAMP7, inhibe la 

formation du complexe SNARE. Cette inhibition est accompagnée de la formation de CMVs 

élargis, distribués à la périphérie cellulaire. L’altération de la fusion des MVB avec la 

membrane plasmique réduit ainsi la libération des exosomes. 

D’autres articles sur la protéine YKT6 (Synaptobrevin homolog YKT6) -une protéine de la 

famille R-SNARE- ont montré que sa déplétion diminue le niveau de marqueurs comme 

TSG101 - protéine de la machinerie ESCRT- dans les exosomes sécrétés par les cellules HEK 

(Human Embryonic Kidney cells) 293 [122]. De même, dans la lignée de cellules 

embryonnaires Schneider 2 de drosophile, une déplétion de la syntaxine-1A, une Q-SNARE, 

est accompagnée d’une diminution de la libération de la protéine exosomale EVi (EVenness 

interrupted) [123]. Plus récemment, Wei et collègues ont montré que sur des cellules tumorales, 

le pyruvate kinase de type M2 (PKM2) permet la libération d'exosomes en phosphorylant la 

protéine SNAP-23 (partenaire des protéines VAMP et syntaxine) au niveau de son acide aminé 

serine en position 95. La substitution de la serine par une alanine induit une diminution 

significative de la sécrétion d’exosomes PKM2 dépendante [124]. Dautre travaux ont montré 

que la phosphorylation de la serine en position 110 de cette même protéine induit la libération 

d’exosome [125]. 

L’activité des complexe SNAREs est régulée par d’autres molécules, notamment la 

synaptotagmine, une protéine du trafic membranaire impliquée dans la libération des 

neurotransmetteurs en réponse à un flux calcique [103,126]. Elle porte deux domaines de liaison 

au calcium, qui interagissent à la fois avec les SNAREs et avec les phospholipides acides. De 

ce fait, il est probable que la synaptotagmine favorise la fusion médiée par les SNAREs qui la 

recruteraient lorsque la concentration en calcium est élevée [127]. 
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1.2.3.2 Le bourgeonnement membranaire (ectosomes, microvésicules) : biogenèse et 

libération 

Les microvésicules sont des vésicules hétérogènes qui bourgeonnent de la membrane 

plasmique. D’autres termes ont été utilisés pour nommer ces vésicules comme ectosomes [128], 

oncosomes [54] et microvésicules [39]. Elles sont excrétées à la surface d'une multitude de 

types cellulaires. 

Au cours des dernières années, les chercheurs ont entrepris une démarche collective afin de 

décrypter leurs différents rôles dans la modification de l'environnement extracellulaire, la 

signalisation intercellulaire ou l'invasion cellulaire indépendante de la protéolyse de la matrice 

cellulaire [129,130]. Tout comme les exosomes, les microvésicules contiennent des cargoes 

biologiquement actifs. Elles sont de ce fait, capables de modifier l’état des cellules receveuses. 

On y retrouve de l'ADN [131], de l’ARNm et les miARN [132] ainsi que des protéines [133]. 

Ces cargoes sont impliqués dans une multitude de fonctions cellulaires allant de la transduction 

du signal, à l’adressage des vésicules ou à l’activation des cellules cibles (figure 11). 

 

Figure 11 : Microparticules cellulaires : dissémination d'effecteurs bioactifs. Des microparticules sont 
libérées au niveau de la membrane plasmique de cellules stimulées. Elles emportent des protéines 
cytoplasmiques ainsi que des lipides bioactifs impliqués dans divers processus fondamentaux. Cette 
représentation ne prétend pas être exhaustive. CMH = Complexe Majeur d’Histocompatibilité ; GPI= 
GlycosylPhosphatidylInositol. (Adapté et réimprimé, de [59]). Copyright 2005 International Union of 
Physiological Sciences/ The American Physiological Society. 
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Contrairement aux exosomes qui sont issues de la voie endosomale [56,67], la biogenèse des 

microvésicules implique un trafic des cargaisons moléculaires vers la membrane plasmique, 

une redistribution des lipides membranaires et l'utilisation d’une machinerie contractile 

localisée au niveau de la membrane plasmique pour permettre le « pincement » et le 

bourgeonnement des vésicules [134]. Cependant, les microvésicules et les exosomes partagent 

de nombreux points communs [135].  D’abord un chevauchement dans les tailles. En effet, les 

plus petites microvésicules ont la taille d’exosomes de 100 nm bien qu'elles puissent atteindre 

un diamètre beaucoup plus important, de l’ordre du micromètre. De plus, les exosomes, comme 

les microvésicules, ont la capacité d’empaqueter des cargos de même nature, ce qui rend 

difficile la distinction des deux populations d’un point de vue marqueurs moléculaires [136]. 

Les mécanismes de biogénèse des microvésicules font également intervenir l’une des voies de 

formation des VILs dans l’endosome, à savoir la machinerie ESCRT. Chez C. elegans,  il a été 

montré que l’inhibition de l’expression de VPS 4 inhibe la production d'ectosomes. 

L'interaction de la protéine-1 contenant le domaine arrestine ARRDC1 (ARRestin Domain-

Containing Protein 1) avec le TSG 101, une protéine essentielle du complexe ESCRT induit la 

relocalisation du TSG101 des membranes endosomales vers la membrane plasmique entraînant 

probablement des modifications localisées au niveau de la membrane qui in fine permettent la 

libération des microvésicules [137]. Dans ce modèle, les microvésicules contiennent aussi bien 

du TSG 101 qu’ARRDC1 mais les marqueurs d’endosomes tardifs sont absents. Les 

microvésicules ARMMs (Arrestin domain-containing protein 1 Mediated Microvesicles) 

requièrent lors de leur formation la présence de VPS4 ATPase [138].  

L’une des voies de bourgeonnement des microvésicules au niveau de la membrane plasmique 

de cellules cancéreuses dans l’environnement tumorale passe par l'activation d’ARF6 (ADP-

Ribosylation Factor 6) [129]. En effet, pour permettre l'excrétion de microvésicules, l'activation 

de la phospholipase D dépendante d’ARF6 favorise le recrutement de la kinase ERK 

(Extracellular signal-Regulated Kinase) dans la membrane plasmique où elle phosphoryle et 

active MLCK (Myosin Light-Chain Kinase). La phosphorylation de la chaîne légère de la 

myosine par MLCK est nécessaire pour la libération de microvésicules. En outre, l'activation 

d’ARF6 est inhibée par une phosphorylation par la PKC (Phospho Kinase C), de la chaîne 

légère de la myosine bloquant ainsi la libération des microvésicules. Ces observations traduisent 

un rôle central d’ARF6 dans la libération des microvésicules.  
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L’originalité de la formation des microvésicules réside également dans la dynamique 

membranaire et dans l’apport des lipides dans ce processus [139].  

Chacun des deux feuillets de la membrane plasmique a une composition lipidique spécifique. 

Les aminophospholipides [phosphatidylsérine et phosphatidyléthanolamine] sont 

spécifiquement retrouvés dans le feuillet interne de la membrane plasmique, tandis que la 

phosphatidylcholine et la sphingomyéline sont enrichies dans le feuillet externe [140]. La 

distribution lipidique dans l’espace intermédiaire et entre les feuillets est régulée par trois 

acteurs majeurs : la flippase, la floppase et la scramblase. Les deux premières protéines sont 

des enzymes ATP dépendantes participant au maintient de l'asymétrie de la membrane en 

faisant passer des lipides du côté non cytosolique au côté cytosolique (flippase) et inversement 

(floppase). Le dernier acteur, la scramblase, est une enzyme dépendant du calcium et restaurant 

au contraire la répartition symétrique des lipides en facilitant leur mouvement bidirectionnel 

dans la bicouche. [59,141]. Dans les plaquettes, une forte augmentation du calcium 

intracellulaire [Ca++] induit l'activation de la calpaïne protéase, qui clive les protéines 

cytosquelettiques et remodèle le cytosquelette [142]. De plus, une perte d'asymétrie 

membranaire due à la modulation des activités de la flippase, la floppase et la scramblase, cela 

conduit à la libération des microvésicules (figure 12). 

Il existe un autre mécanisme permettant la formation de microvésicules suite à des interactions 

protéine-protéine. Une flexion de la membrane plasmique peut être initié par un encombrement 

de la périphérie cellulaire et des pressions latérales exercées par ces interactions protéine-

protéine [143]. 

Dans ce chapitre nous avons constaté la difficulté à différencier les populations vésiculaires, ou 

encore décrit des mécanismes vésiculaires dans une lignée ou un organisme mais qui ne sont 

pas retrouvés dans d’autres. Les voies de trafic intracellulaire qui contrôlent la biogenèse des 

vésicules extracellulaires ne sont pas complètement élucidées. Toutefois, le domaine d’étude 

des vésicules extracellulaires connait un intérêt grandissant dans la communauté scientifique et 

des découvertes pertinentes ont déjà fait leurs preuves tant in vitro qu’in vivo pour 

l’investigation de ces nanostructures biologiquement actives. 
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Figure 12 : Réponse de la membrane plasmique à la stimulation cellulaire. La membrane plasmique 
est une entité bien structurée caractérisée par une distribution transversale contrôlée des lipides et 
des protéines entre les deux feuillets, mais aussi par une organisation latérale dans les domaines dits 
« radeaux lipidiques ». Suite à une stimulation, une redistribution générale se produit, conduisant à 
une restructuration des radeaux lipidiques, une externalisation de la phosphatidylsérine, et une 
libération de microparticules. La réponse membranaire spécifique est caractérisée par l’inclusion ou 
l’exclusion contrôlée de certains constituants au niveau des radeaux lipidiques conduisant à la 
libération de microparticules d'une composition particulière. (Adapté et réimprimé, de [59]). Copyright 
2005 International Union of Physiological Sciences/ The American Physiological Society. 
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1.2.4 Internalisation des vésicules extracellulaires par les cellules cibles  

Les VEs atteignant leur cible vont délivrer leur cargo et affecter l’état physiologique ou 

pathologique de cette cellule receveuse [103]. Ce processus passe par plusieurs étapes.  

Les vésicules sont internalisées par endocytose ou par une fusion avec la membrane plasmique. 

Certains mécanismes moléculaires qui régissent ces étapes sont bien décris. La composition 

membranaire des VEs, le type membranaire de la cellule réceptrice ainsi que l’effet apporté par 

le contenu des VEs orchestrent la machinerie moléculaire mise en place [144]. 

Le contenu des VEs influence leur devenir [145] : des exosomes enrichis en CD63 sont adressés 

aussi bien vers les cellules neuronales que gliales, alors que ceux portant la protéine précurseur 

amyloïde (amyloïde β A4 protéines), sont spécifiquement adressés aux neurones [145]. Les 

mécanismes d’internalisation de microvésicules sont différents en fonction du type cellulaire 

receveur. L’internalisation des VEs d’origine oligodendrocytaire se fait par macropinocytose 

dans les cellules microgliales sans induire de réponse inflammatoire. Alors que l’internalisation 

de ces VEs n’est pas observée dans les astrocytes [113]. 

La composition lipidique et protéique de la membrane des cellules réceptrices joue également 

un rôle dans l’internalisation des VEs. C’est ainsi que Prada et collègues [146] ont montré que 

des microvésicules issues de cellules microgliales n’ont pas la même dynamique d’interaction 

avec d’autres cellules microgliales ou avec des astrocytes. Après adhésion sur les cellules 

microgliales, ces microvésicules sont dirigées vers la région nucléaire. Alors que lors de 

l’interaction avec les astrocytes, la plupart de ces microvésicules d'origine microgliale restent 

stablement ancrées à la surface des astrocytes excluant toute internalisation rapide [146].  

Enfin, les vésicules peuvent être un apport trophique pour la cellule réceptrice, leur dégradation 

est alors enclenchée dans le compartiment lysosomale après internalisation et évolution des 

endosomes précoces en corps multivésiculaires [103,147,148]. Parfois, certaines vésicules 

peuvent échapper à cette dégradation et de ce fait libérer leur contenu dans le cytoplasme 

cellulaire post fusion avec les membranes des CMVs ou retourner dans le milieu extracellulaire 

après fusion des CMVs avec la membrane plasmique [149] (figure 13). 
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Figure 13 : Devenir des vésicules extracellulaires dans les cellules réceptrices. Dans la cellule 
réceptrice (qui peut être la cellule productrice elle-même), des vésicules extracellulaires exogènes se 
lient à la surface de la cellule (voir encadré) et peuvent avoir diverses destinations. Selon le type de 
cellule, elles peuvent rester liées à la surface (par exemple, aux intégrines) et initier des voies de 
signalisation intracellulaires (par exemple, la présentation de l'antigène). Les vésicules extracellulaires 
peuvent également être internalisées par plusieurs voies. L'internalisation ciblera les vésicules 
extracellulaires exogènes dans la voie endosomale canonique, en atteignant les endosomes 
multivésiculaires (CMVs), dans lesquels les vésicules internalisées seront probablement mélangées 
avec des vésicules intraluminales endogènes (VILs). La fusion des CMVs avec le lysosome conduira à la 
dégradation des vésicules extracellulaires et au recyclage de leur contenu pour alimenter le 
métabolisme de la cellule réceptrice. Les vésicules extracellulaires amarrées au niveau de la membrane 
plasmique ou de la membrane limitante des CMVs peuvent libérer leur contenu intraluminal dans le 
cytoplasme de la cellule réceptrice par fusion, processus actuellement mal compris mais d’une 
importance majeure pour la délivrance de cargaisons intraluminales telles que les microARN (miARN). 
Il est à noter que rien n’indique jusqu’à présent d’exclure le potentiel de recyclage des vésicules 
endocytées vers la membrane plasmique (flèches en pointillés). MEC= matrice extracellulaire ; ICAM= 
molécule d'adhésion intercellulaire ; TIM4= T cell immunoglobulin mucin receptor 4; MP= membrane 
plasmique ; PLL = protéines liées aux lipides. (Adapté et réimprimé avec permission, de [103]) . 
Copyright 2018 Macmillan Publishers Limited, part of Springer Nature. 
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1.2.4.1 Liaison à la membrane  

1.2.4.1.1 Interaction protéine-protéine 

Les VEs sont amarrées à la membrane plasmique par des interactions de type protéine-protéine 

[150,151]. Les tétraspanines , abondantes à la surface des VEs peuvent interagir avec la surface 

des cellules cibles [152]. Des microdomaines riches en tétraspanines  sont impliqués dans un 

certain nombre de processus de fusion entre les vésicules et les cellules [92]. Le traitement des 

cellules cibles avec des anticorps anti-tétraspanines CD81 ou CD9 [153] réduit l'absorption de 

VEs par les cellules dendritiques [154]. La tétraspanine Tspan8 est connue pour former des 

complexes avec les intégrines. Les cellules qui surexpriment Tspan8, secrètent des VEs formant 

un complexe avec CD49d, une sous unité alpha des intégrines. La présence de ce complexe, qui 

a pour ligand majeur une molécule d’adhésion ICAM (intercellular adhesion molécule) 

facilitant l’internalisation de ces VEs au niveau des cellules cibles [152], contribue à 

l’absorption des VEs par les cellules endothéliales chez le rat [155].  

Les protéoglycanes sont des protéines riches en composés glucidiques à l’image des héparane-

sulfate protéoglycanes (HSPG), protéines contenant du glycosaminoglycane sulfaté [144]. Les 

principales familles d’HSPG sont les syndécanes pour les protéines transmembranaires et les 

glypicanes pour les protéines à ancrage GPI (glycosyl-phosphatidyl-inositol). Un traitement 

dose dépendant des cellules à l’héparine qui mime l’héparane induit une diminution dans 

l’internalisation des VEs jusqu’à 55% dans des structures vésiculaire intraluminales positives 

au syndécane-GFP et glypicanes-GFP [151]. Le traitement des VEs par l’héparinase, une 

enzyme qui enlève les HSPG de surface, n’a pas d’incidence sur la pénétration des vésicules 

dans les cellules. Ensemble, ces éléments montrent que les protéoglycanes ont un rôle important 

dans l’internalisation des VEs par les cellules cibles. Les données suggèrent que les HSPG 

portés par les vésicules ont une moindre implication dans l’internalisation que ceux portés par 

les cellules cibles [151]. 

1.2.4.1.2 Mécanismes d’endocytose 

Le terme endocytose regroupe plusieurs mécanismes de voies d’internalisation cellulaire [156]. 

Des expériences d’invalidation génétique, d’utilisation d’anticorps pour empêcher la liaison 

ligand/récepteur ou d’inhibiteurs chimiques de certaines voies du trafic intracellulaire ont 

permis de mettre en évidence les processus endocytiques impliqués dans l’internalisation des 

VEs, y compris la macropinocytose [113], la phagocytose [157] l’internalisation clathrine 
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dépendante [158] ou cavéoline dépendante [159] et enfin l’implication des radeaux lipidiques 

[160].  

1.2.4.1.2.1 La macropinocytose 

La macropinocytose est une voie d’internalisation endocytaire qui implique l’invagination de 

la membrane plasmique donnant naissance à des déformations membranaires qui se ploient 

ensuite dans le compartiment intracellulaire formant ainsi une vésicule [161]. C’est un 

mécanisme semblable à celui de la phagocytose, cependant, le contact direct avec le matériel 

internalisé n'est pas nécessaire [144]. Ce mécanisme dépend de Rac 1 (une protéine à activité 

GTPase), de l’actine (une protéine du cytosquelette), du cholestérol (lipide membranaire) et de 

l’échange d’ion Na+/H+ [162]. Cette internalisation des VEs peut être diminuée aussi bien par 

l’utilisation d’un inhibiteur de Rac 1 (NSC23766), d’un inhibiteur de la polymerisation de 

l’actine (cytochalasine D) ou d’un inhibiteur spécifique de l’activité de l’échangeur d’ion 

Na+/H+ (amiloride) [113]. Cependant, l’utilisation d’inhibiteurs n’influe pas sur 

l’internalisation des vésicules dans tous les types cellulaires [163] suggérant que la 

macropinocytose est un type d’internalisation de VEs cellulaire dépendant [144]. 

1.2.4.1.2.2 La phagocytose  

La phagocytose est une invagination progressive de la membrane pour entourer le matériel 

destiné à être internalisé, ce processus ne nécessite pas un repliement membranaire comme c’est 

le cas de la macropinocytose [164]. C’est un mécanisme d’internalisation de structures de taille 

importante, que les macrophages utilisent cependant pour absorber efficacement des VEs de 

cellules leucémiques. Ces VEs co-localisent ensuite avec les phagosomes [163]. Les protéines 

PI3K jouent un rôle important dans les processus phagocytaires, en particulier en permettant la 

formation des phagosomes par invagination de la membrane plasmique [165]. L’utilisation 

d’inhibiteurs de la PI3K comme la wortmannine ou le LY294002, induit une diminution de 

l’internalisation de ces VEs par les macrophages [163]. L’inhibition n’a cependant pas de 

conséquences sur l’internalisation des VEs dans d’autre types cellulaires [144]. 

La phosphatidylsérine (PS), phospholipide amphiphile est généralement située sur le feuillet 

interne de la membrane plasmique, cependant, les VEs sont enrichies en PS sur leur membrane 

externe [166]. La PS est importante pour le processus de phagocytose des corps apoptotiques 

par les macrophages [167]. Celle-ci passerait par le récepteur TIM4 (T-cell immunoglobulin 

mucin protein 4) [168]. En effet, un anticorps anti-TIM4 diminue l’internalisation des VEs par 

les macrophages [163]. Le traitement de cellules dendritiques de moelle osseuse avec un 
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analogue soluble et compétitif de PS, l’O-phospho-L-serine réduit leur internalisation de VEs 

considérablement [154]. Par ailleurs, le traitement des VEs isolées de cellules de neuroblastome 

(Neuro2a) avec une protéine qui se lie à la PS, l’annexine-V, réduit leur internalisation par des 

macrophages [169] ou des cellules lymphocytaires NK (Natural killer) [170].  

1.2.4.1.2.3 Internalisation clathrine dépendante  

L’endocytose médiée par des vésicules recouvertes de clathrine (VRC) appelées également 

vésicules mantelées, est un processus d’assemblage progressif du manteau de clathrine au 

niveau de la membrane plasmique [144]. Ces VRC contiennent les récepteurs 

transmembranaires liés à leurs ligands présents sur la surface des VEs. L’utilisation d’un 

inhibiteur qui prévient la formation des puits recouverts de clathrine, la chlorpromazine [171], 

induit une baisse de l’internalisation de VEs par des cellules cancéreuses de l’ovaire [157]. Le 

récepteur au facteur de croissance épidermique substrat du clone 15 (EPS 15), un composant 

des puits de clathrine qui se lie à l’adaptateur AP-2, est un composant à part entière du manteau 

de clathrine [172]. Une diminution de l’expression d’EPS 15 par mutation dominant négatif 

induit une réduction de l’endocytose clathrine dépendante et de ce fait une diminution de 

l’internalisation des VEs [163]. De même, une invalidation génique de la sous unité µ2 de 

l’adaptateur AP-2, se traduit par une diminution de l’internalisation des exosomes par les 

cellules PC-12, une lignée cellulaire issue d’un phéochromocytome de la médullosurrénale de 

reins chez le rat [173]. Les VRC déforment la membrane qui s’enfonce dans la lumière du 

cytoplasme cellulaire en formant un bourgeon vésiculaire. La dynamine 2, une protéine à 

activité GTPase, forme un collier au niveau du bourgeon vésiculaire en formation. Elle permet 

la constriction et la libération de la VRC formée par changement de conformation suite à 

l’hydrolyse du GTP [174] [175,176]. Après perte du revêtement de clathrine, les vésicules 

d’endocytose fusionnent avec l’endosome précoce alors que la clathrine est recyclée [158].  

1.2.4.1.2.4 Internalisation clathrine indépendante  

1.2.4.1.2.4.1 Internalisation cavéoline dépendante  

Les mécanismes d'internalisation de vésicules dépendant de la cavéoline (VDC) sont de plus en 

plus décrits [177,178]. Les cavéoles sont de petites invaginations dans la membrane plasmique 

qui, comme les puits de clathrine, peuvent s'internaliser et former un bourgeon en direction de 

la lumière du cytoplasme. Les cavéoles sont riches en cholestérol, sphingolipides et cavéoline 

[156]. Une invalidation du gène CAV1 réduisant l’expression de la protéine cavéoline-1, 

conduit à une baisse dans l’internalisation des VEs [179]. Comme pour l’endocytose des VRC, 
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des acteurs comme la dynamine 2 semblent également jouer un rôle dans l’internalisation des 

VEs par la voie des cavéolines. Une inhibition de la dynamine 2 par du dynasore provoque un 

manque d’internalisation des VEs. Cependant, en vue de son implication dans l’endocytose des 

VRC, il est difficile de statuer sur la voie d’endocytose la plus touchée [179]. 

1.2.4.1.2.4.2 Endocytose faisant intervenir des radeaux lipidiques 

Les radeaux lipidiques sont des microdomaines au sein de la membrane plasmique avec une 

composition phospholipidique modifiée qui affecte la fluidité des membranes. Les 

microdomaines sont enrichis en récepteurs protéiques, en cholestérol et en sphingolipides tels 

que la sphingomyéline [159]. Cette composition plus ordonnée et plus serrée les rend moins 

fluides que le reste de la bicouche membranaire et leur procure une aptitude à flotter, assurant 

ainsi le trafic des protéines membranaires [180]. Ces radeaux lipidiques peuvent être trouvés 

dans les invaginations formées par la cavéoline-1 ou dans les régions planes de la membrane 

plasmique marquées par la présence d’une autre famille de protéines appelée flotillines [160]. 

Les flotillines peuvent être liées aux protéines d’ancrage GlycosylPhosphatidylInosiltol (GPI) 

pour être internalisées. Présentes à la surface des VEs, les flottilines pourraient être impliquées 

dans l’internalisation de vésicules [181]. Des agents qui inhibent la présence de cholestérol des 

membranes comme le méthyl-β-cyclodextrin (MβCD) [178], la filipine [182] et la simvastatine 

[178] empêchent l’internalisation des VEs par des cellules receveuses. D’autres protéines 

comme par exemple l'annexine-II, ou l’annexine-VI pourraient intervenir dans l'ancrage des 

VEs à la membrane plasmique ou dans le trafic vers l’endosome tardif respectivement [183]. 

1.2.4.1.3 Fusion avec la membrane plasmique  

Un autre mécanisme d'entrée possible des VEs dans la cellule cible est la fusion directe de la 

membrane des VEs avec la membrane plasmique [184]. Les bicouches lipidiques se 

rapprochent, les feuillets externes entrent en contact direct, provoquant leur hémi-fusion puis 

un pore de fusion s’ouvre et les extrémités hydrophobes se réarrangent pour donner une 

structure cohérente, imagée par des points tillés (figure 14) [185]. 
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Figure 14 : La voie de fusion par hémifusion de la bicouche lipidique. (a) (i) Contact avant fusion. (ii) 
Courbure de la membrane en forme de pointe minimise l'énergie de la répulsion entre les deux feuillets 
rapprochés des membranes entrant en contact. (iii) Formation d’un pédoncule d'hémi-fusion avec les 
feuillets proximaux fusionnés et les feuillets distaux non fusionnés. (iv) L'expansion du pédoncule 
produit le diaphragme d'hémifusion. (v) Ouverture d’un pore de fusion dans la bicouche du 
diaphragme d’hémifusion, ou directement à partir du pédoncule d’hémi-fusion. Les lignes en 
pointillées indiquent les limites des surfaces hydrophobes des monocouches. (b) Différents lipides 
forment spontanément des monocouches de courbures différentes. Les monocouches de 
lysophosphatidylcholine (LPC) forment un renflement dans la direction des têtes polaires et celles de 
phosphatidyléthanolamine (PE) et de diacylglycérol (DAG) dans la direction des chaînes 
hydrocarbonées. La phosphatidylcholine cylindrique (PC) forme une monocouche presque plate. 
(Adapté et réimprimé avec permission, de [185]). Copyright 2008 Nature publishing group.  

Plusieurs familles de protéines participent à ce processus, y compris les protéines SNAREs, les 

protéines RAB et des protéines impliquées dans la transmission synaptique, les protéines 

SEC1/MUNC-18 (protéines SM) (131). La famille Sec1 comprend à ce jour, plusieurs membres 

identifiés chez la levure, [186] chez les nématodes et chez les  mammifères [187]. Les protéines 

Sec1 sont principalement hydrophiles et n’ont pas de domaine transmembranaire. Néanmoins, 

elles sont soit cytoplasmiques et solubles, soit liées à la membrane [187]. La manière dont les 

protéines SM coopèrent avec les complexes SNARE pour la fusion n'est pas encore 

complètement connue. La coopération avec les SNAREs permettrait une conformation 

favorable à la fusion. Ainsi, la topologie en anneau faciliterait l’ouverture des pores de fusion 

[188]. Les protéines SM agissent probablement comme catalyseurs pour les SNARE, qui sont 

à leur tour des catalyseurs pour la fusion membranaire [189]. Dans des études sur la 

communication synaptique, une abolition de Munc18-1 rend le cerveau synaptiquement 

silencieux, faisant de Munc18-1 une protéine essentielle intervenant dans la libération des 

neurotransmetteurs par les vésicules synaptiques lors du développement [190]. 

L’ensemble des études présentées traduisent des mécanismes de phagocytose divers impliqués 

dans l’internalisation de différents types de VEs. L’optimisation et le développement de 

nouvelles technologies plus résolutives, notamment celles liées à l’acquisition d’images en 

temps réel couplées à des études in vivo, facilitera la compréhension des mécanismes 

d’internalisation des VEs ainsi que de leur devenir intracellulaire. 
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1.2.5 Cargo des vésicules extracellulaires 

Les vésicules extracellulaires sont de plus en plus étudiées car elles sont retrouvées  dans des 

processus autant physiologiques que pathologiques. La connaissance du contenu des VEs, 

communément appelé “cargo“, est importante pour en comprendre les fonctions. Dans ce cadre, 

la communauté internationale pour l’étude des vésicules extracellulaire (ISEV) s’est penchée 

sur la question au travers d’un sondage auprès des scientifiques adhérents afin de déterminer, 

entre autres, pour quelles applications sont étudiées les VEs. Il en ressort qu’elles sont 

principalement étudiées à 72% pour leurs fonctions in vitro, à 64% pour leur contenu en acide 

ribonucléique et à 47 % pour leur contenu protéique (figure 15).  

 

Figure 15 : Pourcentage des applications en aval de l’isolement des VEs. Un sondage auprès de la 
communauté ISEV a revélé que les applications les plus courantes sont les analyses fonctionnelles in 
vitro (72%), les analyses d'ARN (60%), les analyses protéomiques (47%), les analyses fonctionnelles in 
vivo (29%) et les analyses lipidomiques (5%). (Adapté et réimprimé avec permission, de  [191]). 
Copyright 2016 the author(s).  

1.2.5.1 Contenu protéique  

Des études protéomiques de vésicules extracellulaires libérées par des cultures primaires de 

cellules, de lignées cellulaires, de cultures organotypiques ou de fluides biologiques ont donné 

des catalogues détaillés des protéines présentes dans différents types de VEs. Ces listes 

d’identification ont été regroupées dans des bases de données en ligne comme Vesiclepedia 

(www.microvesicles.org/) [192], EVpedia (www.evpedia.info) [193] et ExoCarta 

(www.exocarta.org) [194]. 

Fonction  in vitro

ARN

Protéomique

Cytométrie en flux
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Autres

Applications (%)
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En général, les VEs sont très riches en protéines membranaires, associées au cytosquelettique, 

cytosoliques, de choc thermique, ainsi qu’en protéines impliquées dans le trafic vésiculaire 

comme décrit précédemment dans ce manuscrit. Les protéines des organites intracellulaires 

comme celles du réticulum endoplasmique, de l’appareil de Golgi, du compartiment 

mitochondrial ou du noyau sont moins abondantes. A titre d’exemple, les annexines, les 

protéines du cytosquelette (actines, cofiline-1, ezrine/radixine/moesine, profiline-1 et 

tubulines), les protéines de choc thermique (Hsp70 et Hsp90), les intégrines, les enzymes 

métaboliques (énolases, glycéraldéhyde 3-phosphate déshydrogénase, peroxiredoxines et 

pyruvate kinase), les protéines ribosomales, les tétraspanines (CD9, CD63 et CD81) et les 

protéines liées au trafic cellulaire (TSG101, Alix, ESCRT, RAB, syntenin-1) sont les protéines 

vésiculaires les plus fréquemment identifiées [195] (figure 16). Il est à noter que selon le type 

cellulaire et la méthodologie employée pour l’isolement des VEs, le contenu caractérisé peut 

différer. Il est donc important de connaître les protocoles employés et même d’en combiner 

plusieurs pour la caractérisation du contenu vésiculaire. L’harmonisation des protocoles permet 

enfin d’effectuer des comparaisons des différents contenus vésiculaires [61,62]. 

Des études menées sur le cargo protéique on retiendra que les profils protéomiques obtenus 

sont fortement dépendants de la manière dont les VE sont isolées. Par conséquent, ces 

protéomes vésiculaires fournissent des informations diverses sur la nature des vésicules 

extracellulaires et aident à décoder les mécanismes moléculaires impliqués dans le tri et la 

biogenèse des cargaisons vésiculaires, ainsi que les diverses fonctions physiologiques et 

pathologiques de ces organites extracellulaires complexes. Enfin, la spectrométrie de masse à 

haut débit facilite la découverte de biomarqueurs de VEs sur la base de signatures protéiques 

des cellules émettrices. A noter qu'une cellule donnée peut contenir différents types de corps 

multivesiculaires caractérisés par un contenu différentiel des exosomes [196]. La 

caractérisation protéique des VEs est généralement associée à des expériences basées sur des 

identifications de protéines « marqueurs » par western-blots de VEs (bien que pas 

nécessairement spécifique) ou encore par l’immuno marquage en microscopie électronique 

(immuno gold). Le développement technologique des cytomètres en flux a permis d’envisager 

l’analyse des VEs malgré leur taille réduite, une avancée considérable dans l’étude des sous-

types vésiculaires [197]. 



Introduction 
 

55 
 

 

Figure 16 : Cargo protéique des vésicules extracellulaires. Représentation non exhaustive des 
protéines communément retrouvées dans les vésicules extracellulaires et de leur implication 
biologique. Alix = ALG-2 interacting protein X ; TSG101= Tumor susceptibility gene 101 ; CMH= 

Complexe Majeur d’Histocompatibilité ; ADAMs=  A disintegrin and metalloproteinase; MMPs= matrix 
metalloproteinases ; ATP= adenosine triphosphate ; HSP= heat shock protein ; EGFR= epidermal growth 
factor receptor. Adapté et réimprimé de [198]. Copyright 2009 - 2018 AME Publishing Company. 
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1.2.5.2 Contenu lipidique  

Actuellement les analyses lipidomiques permettent des avancées importantes dans l’étude des 

fonctions physiologiques des vésicules extracellulaires. Elles sont généralement réalisées sur 

des VEs provenant de lignées cellulaires et de fluides biologiques d'espèces multiples. Ces 

études ont notamment mis en évidence le rôle de plusieurs lipides dans la biogénèse et la 

fonction des VE [199]. Des lipides ont été inclus dans les bases de données comme Vesiclepedia 

[192] et EVpedia [193]. Même si des différences dans la composition en lipides des VEs issues 

de sources différentes soient déjà constatées [200], une synthèse de quelques études menées sur 

les lipides et les observations auxquelles elles ont abouties sont résumées dans le tableau 1. En 

général, les VEs sont enrichies en sphingomyéline, cholestérol, phosphatidylsérine et glyco-

sphingolipides comparées à leur cellule d’origine [201]. La composition en lipides 

caractéristiques de la bicouche des VEs contribue probablement à la stabilité dont elles font 

preuve dans les différents environnements intracellulaires et extracellulaires [200]. Cette 

composition particulière suscite l’intérêt et ouvre des perspectives pour l’administration de 

médicaments sous forme de liposomes [202]. 

Les membranes des VEs contiennent des radeaux lipidiques riches en cholestérol et en 

sphingomyéline ce qui leur confère une résistance aux détergents [203]. Le cholestérol permet 

la régulation de la libération de VEs [204]. Ce phénomène a été mis en évidence pour la 

libération dépendante du cholestérol de plusieurs virus à enveloppe, dont le VIH-1, qui utilise 

les radeaux lipidiques et les domaines riches en tétraspanines  pour sortir des cellules hôtes 

[200]. Le céramide, formé par l'action de la sphingomyélinase 2 neutre sur la sphingomyéline, 

a également été proposé comme impliqué dans la formation de vésicules intraluminales dans 

les corps multivésiculaires [86]. 

En plus du rôle structurel essentiel dans la formation des membranes des VE, les lipides tels 

que les eicosanoïdes, les acides gras et le cholestérol sont des molécules bioactives et peuvent 

être transférées entre cellules par l’intermédiaire des VEs [201].    

Même si seule une minorité de lipides sont décrits à ce jour, des études lipidomiques 

supplémentaires sur les EVs provenant de différents types de cellules et de fluides biologiques 

sont nécessaires pour élucider le rôle de ces constituants structurels et fonctionnels essentiels 

dans la biogenèse et les fonctions biologiques des VEs. 
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Tableau 1 : Etude du cargo lipidomique dans les vésicules extracellulaires  

Type cellulaire ou 

fluide biologique/ 

espèce  

Analyse lipidique Observations 

Reticulocyte/  

Ovis aries 

CCM  Phospholipides sensiblement les mêmes que dans la 

membrane plasmique 

Reticulocyte/ 

Cavia porus 

CCM Composition lipidique similaire à celle des 

membranes érythrocytaires, bien que la teneur en 

phosphatidyléthanolamine soit significativement 

inférieure 

Lymphocyte B  

(RN HLA-

DR15+) /Homo 

sapiens 

CCM Les VEs dérivés de LB sont, enrichis en cholestérol, 

sphingomyéline et ganglioside GM3 

Cellules 

dendritiques et 

mastocytes/ Homo 

sapiens,  Rattus 

norvergicus, 

respectivement 

CL-DF; CG-DIF Composition lipidique spécifique et organisation 

membranaire inhabituelle 

Mastocytes  

(RBL-2H3)/ 

Rattus 

norvergicus 

CL-DF Phospholipase D2, enrichie dans les VEs et dont 

l’activité est corrélée à la quantité de VEs 

Mastocytes  

(RBL-2H3)/ 

Rattus 

norvergicus 

FD Deux sous-populations de VEs : l'une enrichie en 

lipides du Golgi et l'autre enrichie en lipides de 

granules 

Précursseur 

oligodendroglial  

(Oli-neu)/ Mus 

musculus 

LC–MS VEs enrichis en céramides, ce qui déclenche le 

bourgeonnement et la libération réduite par 

inhibition de la sphingomyélinase 2 neutre 

Mélanomes  

(Mel1)/ Homo 

sapiens 

CCM Comparaison entre les VEs et les cellules dans 

différentes conditions de pH montrant que les VEs 

acides sont enrichis en SM et en ganglioside GM3, 

ce qui peut affecter positivement leur capacité de 

fusion 

Mastocytes  

(RBL-2H3)/ 

Rattus norvegicus 

CG-DIF; GC–

MS 

Phospholipases et prostaglandines pouvant être 

activées 

Reticulocytes/ 

Rattus norvegicus 

CCM Les modifications de la composition lipidique au 

cours de leur différenciation parallèlement à leurs 

propriétés physiques 

Pancréatique 

cancereuse  (SOJ-

6)/ Homo sapiens 

GC L'enrichissement en cholestérol et en MS et 

l'épuisement des phospholipides peuvent entraîner la 

mort.  
Monocytes 

dérivés de 

LC–MS Une caractérisation lipidomique montre que les VEs 

facilitent l'infection par le VIH-1 
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macrophage/ 

Homo sapiens 

Paracoccidioides 

brasiliensis 

LC–MS; GC–MS Identification de 33 espèces de phospholipides, outre 

les acides gras et les glycosphingolipides neutres, 

dans les VEs de la phase pathogène de 

Paracoccidioides brasiliensis 

Cancer de la 

prostate/ Homo 

sapiens 

LC–MS Comparaison de la teneur en lipides des vésicules 

extracellulaires et de leurs lignées prostatiques 

Cancer  de la 

prostate (PC-3)/ 

Homo sapiens 

LC–MS lipidomiques des vésicules extracellulaire de PC-3s. 

Les VEs sont très enrichies en glycosphingolipides, 

sphingomyéline, cholestérol et phosphatidylsérine 

Sperme/ Homo 

sapiens 

CCM; CG-DIF Des rapports cholestérol / phospholipides très élevés 

sont détectés dans des prostasomes isolés à partir de 

sperme humain. Le rapport molaire cholestérol / 

sphingomyéline / glycérophospholipides est de 4: 1: 

1 

Sperme/ Homo 

sapiens 

CCM; CG-DIF Le profil des acides gras dans les lipides du 

prostasome est différent de celui des lipides dans la 

membrane du sperme. La fusion entre les 

prostasomes et le sperme peut stabiliser la membrane 

plasmique du sperme en l'enrichissant en cholestérol, 

en sphingomyéline et en glycérophospholipides 

saturés. 

Sperme/ Equus 

ferus caballus 

CCM; CG-DIF Comparaison des compositions lipidiques des 

prostasomes équins et humains et de la manière dont 

les lipides peuvent être liés aux différentes 

physiologies de la reproduction des espèces 

Sperme/ Sus 

scrofa 

CCM Les prostasomes de sanglier contiennent de grandes 

quantités de cholestérol et de phospholipides 

Sperme/ Homo 

sapiens 

  Caractérisation du contenu lipidique de 2 

populations de prostasomes. Les deux types avaient 

une composition lipidique inhabituelle, avec des 

niveaux élevées de sphingomyéline, de cholestérol et 

de glycosphingolipides 

Plasma/ Homo 

sapiens 

CCM Les microparticules plasmatiques contiennent un 

taux de phosphatidylcholine (59%), de 

sphingomyéline (21%) et de 

phosphatidyléthanolamine (9%). 

Urine/ Homo 

sapiens 

LC–MS Les VEs provenant d'échantillons d'urine de patients 

atteints d'un carcinome rénal et de donneurs sains 

présentent une composition lipidique différente. 

Première preuve d'une relation entre la composition 

lipidique des VE urinaires et cette maladie 

CCM: Chromatographie en couche mince. CL-DF: Chromatographie liquide – Détection par 
fluorescence. LC-MS : Chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse.   CG-DIF: 
chromatographie en phase gaseuse - Détecteur à ionisation de flamme. GC-MS: chromatographie en 
phase gaseuse -  spectrométrie de masse. Adapté à partir de [200].   
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1.2.5.3 Contenu en acides nucléiques 

1.2.5.3.1 Acides ribonucléiques (ARN)  

L'ARN extracellulaire existe sous différentes formes : il peut être enfermé dans des VEs, lié à 

des complexes protéiques, ou exister sous forme libre. Afin de vérifier la localisation 

intraluminale de l'ARN dans les VEs, un traitement des échantillons vésiculaires par RNaseA 

est nécessaire pour neutraliser les formes libres [205]. Certaines études ont rapporté que 

l'interaction des ARN avec la protéine Argonaute 2 (Ago2) peut permettre de résister à la 

RNaseA [206]. Il est de ce fait recommandé de prétraiter les VEs avec la protéinase K qui rend 

les complexes AGO-ARN sensibles à la dégradation par les ARNase [207].  

La présence d'ARN fonctionnels dans les VEs a été décrite pour la première fois en 2006 dans 

les vésicules dérivées de cellules souches murines  [208] et en 2007 dans des VEs issues de 

mastocytes murins internalisés par les mastocytes humains où ils étaient traduits en protéines 

murines. Ces éléments sont intéressants, sachant que les VEs ne transportaient pas de 

mécanismes fonctionnels pour la synthèse protéique [37]. Certaines études font état d'une 

proportion importante d'ARN ribosomiques (ARNr) dans les VEs [71]. Cependant dans la 

plupart des études sur les VEs ces ARNr sont absents ou alors seules de très faible quantités 

d’ARNr 18S ou 28S ont été rapportées [37,209].  

Les micro-ARN (ou miARN) sont de courts ARN simple-brin qui possèdent en moyenne 21 

nucléotides. Ils sont d’abord transcrits dans le noyau sous la forme de longues séquences 

primaires dite « pri-miARN » dont la taille varie de quelques centaines de nucléotides à 

plusieurs kilobases [210]. Ils sont ensuite clivés par un complexe « microprocesseur » formé 

par les enzymes Drosha (Ribonuclease III double-stranded (ds) RNA-specific 

endoribonuclease) et DGCR8 (Microprocessor complex subunit DGCR8) pour générer un 

ARN précurseur « pré-miARN » d’envion 70 nucléotides [211]. Après leur transfert dans 

le cytosol, les pré-miARN sont clivés par des enzymes de la famille Dicer pour hydrolyser la 

structure en épingle à cheveux. Puis les miARN s’associent à la protéine Ago 2. Cette liaison 

permet ensuite aux miARN d’être pris en charge par le complexe miRISC (miRNA- Induced 

Silencing Complex) afin de cibler des ARNm et d’en réguler l’expression (figure 17) [200]. 

L'analyse biochimique des complexes contenant des TRBP (Transactivating response RNA-

Binding Protein) a révélé l'association du Dicer-TRBP avec Ago2, le moteur catalytique du 

RISC [212]. Les miARN sont détectés à la fois dans les vésicules mais également sous forme 

soluble liés à Ago2 ou à des HDL (High-Density Lipoproteins) [213]. 
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L'accumulation de résultats indique que l'incorporation des miARNs dans les VE permet à ces 

miARNs de circuler dans le sang tout en évitant la dégradation due à l'activité des ARNases 

présentes dans le sang. L'élimination sélective de certains miARNs dans les VEs a également 

été suggérée comme un moyen rapide de réguler l'expression génique comme par exemple 

pendant l'activation des lymphocytes lors de la vaccination [214] ou comme un mécanisme 

impliqué dans l’apparition des métastases par élimination des miARN suppresseurs tumoraux 

dans les vésicules [215]. Une liste des miRNA incorporés dans les VEs est disponible dans les 

bases de données miRandola [216], EVpedia [193] et Vesiclepedia [192].   

 

Figure 17 : Voie de biogenèse des miARN. Les miARNs sont transcrits par l'ARN Pol II pour produire 
des pri-miARN (structures en épingle à cheveux), qui sont clivés par le complexe Drosha-DGCR8 pour 
générer un pré-miARN qui est transporté vers le cytoplasme via l'exportine-5 et Ran-GTP pour être 
ensuite traités par Dicer et donner un miARN mature. Le miARN est chargé dans le complexe RISC, qui 
contient les protéines Ago-2 et TRBP. La liaison du miARN à l’ARNm se produit dans une région de 5 à 
8 nt de la séquence 3′UTR. (Réadapté de [211]). Copyright 2015 by De Gruyter. 
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1.2.5.3.2 Acide désoxyribonucléique (ADN)  

 La présence d’ADN dans les vésicules extracellulaires a été décrite pour la première fois dans 

les corps apoptotiques [217]. Les corps apoptotiques sont produits au cours du processus de 

mort cellulaire programmée, ou apoptose [218]. La présence d’ADN mitochondrial (ADNmt) 

[219] et d'ADN chromosomique a été observée dans les VEs [220]. La migration de l'ADNmt 

peut se faire par l'intermédiaire des VEs et par conséquent, ces VEs peuvent représenter une 

voie alternative par laquelle l'ADNmt modifié pénètre dans les cellules, favorisant la diffusion 

de pathologies [221]. De l'ADN marqué, empaqueté dans des VEs de cardiomycytes peut être 

capté par des fibroblastes [222] par des mécanismes d’endocytose ou de fusion. La détection 

du marquage peut alors être observée aussi bien dans le cytosol que dans le noyau des 

fibroblastes [220]. Les VEs tumorales contiennent de l’ADN qui reflète l'état génétique de la 

tumeur, y compris l'oncogène c-Myc [131]. Le fait que l'ADN transporté par les VEs puisse 

être utilisé pour identifier des mutations présentes dans les cellules tumorales parentales illustre 

le potentiel significatif des VEs en tant que biomarqueurs translationnels, néanmoins 

l'importance physiologique de l’empaquetage d'ADN dans les VEs est actuellement inconnue 

[200].  
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1.2.6 Techniques d’études des vésicules extracellulaires : applications sur le cargo 

protéique  

1.2.6.1 Enrichissement en vésicules extracellulaires 

1.2.6.1.1 Méthodes conventionnelles 

1.2.6.1.1.1 L’ultracentrifugation  

Cette méthode est la plus simple d’utilisation et représente l'approche conventionnelle 

couramment utilisée pour l'isolement des VEs [191]. Les particules sont séparées par des forces 

centrifuges différentielles : les cellules et les corps apoptotiques sont récupérées avec une faible 

force centrifuge (300g-1200g) tandis qu'une force élevée (100000g) est utilisée pour sédimenter 

et concentrer les VEs [67]. Bien qu'il s'agisse de la méthode de choix et la plus largement 

utilisée, elle représente des inconvénients tels que l'encombrement des VEs entre elles, une 

spécificité du culot diminuée par la présence de protéines agrégées et de protéines 

ribonucléaires, un temps de traitement long et une instrumentation coûteuse. De plus, une 

grande quantité d'échantillon est nécessaire pour avoir un rendement suffisant en VEs. 

L’ensemble de ces éléments encourage à coupler cette technique à d’autres méthodes pour 

compenser ces limites. 

 

1.2.6.1.1.2 Ultracentrifugation en gradient de densité 

Les exosomes ont des densités allant de 1,15 à 1,19 g/mL [64]. Dans l’ultracentrifugation, un 

échantillon contenant un mélange de vésicules de différentes tailles et de macromolécules 

considérées comme des contaminants, est déposé soit à la surface (top) soit au fond (down) 

d'une solution dont la densité augmente du sommet vers le fond du tube [223]. Pendant la 

centrifugation, les différentes molécules sédimentent à travers le gradient et se regroupent à 

leurs densités respectives. L’ultracentrifugation en gradient de densité est considérée comme 

donnant des vésicules plus pures, cependant cette technique ne s’affranchie pas des autres 

contraintes liées notamment à l’ultracentrifugation. Dans ce genre d’expérience, des solutions 

de saccharose de concentrations différentes sont couramment utilisées pour fabriquer le 

gradient. Cependant, ils ne respectent pas la pression osmotique des vésicules. Des gradients 

d'iodixanol isosmotiques sont plus adaptés pour maintenir les propriétés biophysiques des 

vésicules en cas d’utilisation pour des applications fonctionnelles [64].  
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1.2.6.1.1.3 Co-précipitation  

Des kits commerciaux, dont le principe repose sur des stratégies de coprécipitation de 

polymères, ont été élaborées pour l'enrichissement en VEs et mis sur le marché, comme par 

exemple l’ExoQuick® ou encore l’Exo-Spin™. Ces réactifs réduisent généralement 

l'hydratation des VEs (et donc leur solubilité) pour provoquer leur précipitation. Ce précipité 

peut être isolé facilement et de manière reproductible avec de faibles forces centrifuges, évitant 

le recours à une longue ultracentrifugation [224].Toutefois ces kits ont un coût assez conséquent 

et ne sont pas rentables pour envisager une utilisation à grande échelle. Les réactifs ne 

permettent pas une purification suffisamment spécifique des VEs avec des rendements obtenus 

relativement faibles par rapport aux techniques de centrifugation [223]. De plus, cette approche 

entraine également la co-précipitation de lipoprotéines et de complexes d'ARN-Ago2, réduisant 

la pureté des VEs isolées. L'utilisation de la co-précipitation dans l’isolement des VEs est donc 

limitée si elle n’est pas couplée à des techniques plus résolutives.  

1.2.6.1.1.4 Chromatographie d’exclusion stérique  

Le principe de la chromatographie d’exclusion, encore appelée gel-filtration, est la séparation 

des vésicules et d'autres molécules en fonction de leur taille [225]. Le gel se compose de billes 

sphériques poreuses dont les pores ont une taille calibrée spécifique. Les molécules plus 

grosses, exclues de ces pores, sortent de la colonne plus tôt que les petites molécules dont le 

cheminement au travers les pores est plus long. Cela permet de séparer les composants d’un 

mélange complexe et de corréler le temps de rétention des molécules dans la phase à leur taille. 

Cette méthode de séparation est appliquée à l'isolement des vésicules pour produire des VEs 

purifiés à partir de milieux biologiques complexes [226]. Des colonnes commerciales 

(Sépharose, GE Healthcare ; qEV iZon) ont été développées et sont en cours d’optimisation 

pour simplifier l' isolement des VE en une seule étape [225]. Lorsqu’un échantillon hétérogène, 

composé de vésicules et d’autres molécules comme des agrégats protéiques est déposé sur ce 

type de colonne, les petites molécules contaminantes diffusent dans les pores et sont éluées 

tardivement, tandis que les vésicules sont éluées dans les toutes premières fractions. Les VEs 

purifiées peuvent toutefois contenir des lipoprotéines contaminantes [227]. La phase utilisée, la 

taille des pores, l’interaction entre les VEs et les autres composants du mélange, la dimension 

des colonnes, la quantité de phase dans la colonne, ainsi que le débit de la phase mobile doivent 

être pris en compte pour améliorer l'efficacité de cette méthode d’isolement afin de la rendre 

plus résolutive. 
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1.2.6.1.2 Nouvelles méthodes 

1.2.6.1.2.1 Filtration microfluidique 

L'isolement en fonction de la taille représente une approche attrayante pour séparer les VE des 

gros débris cellulaires. Divers systèmes de filtres microfluidiques ont été mis au point pour 

isoler les VE des gros débris cellulaires et des agrégats formés par les protéines. Par exemple, 

Rho et collègues ont mis en place un dispositif microfluidique qui utilise des filtres à membrane 

pour isoler les VEs de façon sélective à partir d'échantillons de sang non traités [228]. Le seuil 

de taille pour le filtre à membrane utilisé est d’environ 1 μm. Une couche capillaire, insérée 

sous la membrane, sert à guider les VEs filtrées vers un canal de collecte. La membrane, ainsi 

que le guide capillaire, sont pris en sandwich entre deux aimants annulaires (figure 18), ce qui 

permet de remplacer facilement le jeu de filtres lorsque de grands volumes d'échantillons sont 

analysés. Ce système peut filtrer 300 μl de sang en moins de 10 minutes. L’analyse des VEs 

purifiés révèle une population homogène de vésicules de taille moyenne évaluée à 167 nm.  

 

Figure 18 : Méthodes de filtrage microfluidique pour l’isolement et le tri des vésicules 
extracellulaires. (A) Un dispositif microfluidique qui utilise des filtres à membrane pour isoler les VEs 
des échantillons de sang non traités. Le dispositif est constitué d’un filtre membranaire de porosité 
sélective (<1 µm) et d’une couche capillaire servant de guide. Le tout assemblé en sandwich entre deux 
aimants annulaires. (B) L’échantillon de sang filtré a révélé une seule population de VEs avec une taille 
moyenne de 167 nm. (Adapté et réimprimé avec permission de [228]). Copyright 2013 American 
Chemical Society. 
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Récemment, Wunsch et collaborateurs ont fait la démonstration d’enrichissement et de 

séparation de VEs à l'échelle nanométrique par déplacement latéral détérministe (Nano-DLD) 

(figure 19) [229]. En effet, les particules dont le diamètre est supérieur ou égal au diamètre 

critique se déplacent latéralement à travers le réseau par cognement et sont déviées vers le côté 

droit, tandis que les particules de diamètre inférieur au diamètre critique suivent le flux 

laminaire en faisant des zigzags. Les auteurs ont utilisé des supports au silicium pour avoir un 

réseau de matrice dont les piliers sont séparés de 25 à 235 nm [229].  Le dispositif nécessite 

cependant une pression élevée en raison de la structure dense du réseau et de la durée 

d’expérimentation limitée. En effet le dispositif peut fonctionner pendant plus de 2 h avant que 

l’accumulation de particules à l’interface du pilier d’entrée ne l’obstrue et ne permette plus 

l’acquisition de données significatives.  

 

Figure 19 : Séparation de VEs à l'échelle nanométrique par déplacement latéral déterministe Nano-
DLD. A Image de microscope optique (colonne de gauche) d'un dispositif nano-DLD, qui montre la 
configuration générale de la matrice. Le triangle bleu indique la zone qui devrait émettre une 
fluorescence si toutes les particules fluorescentes traversent la matrice en mode cognement. La barre 
d'échelle indique 20 µm. A’ La deuxième colonne contient des images de microscopie électronique à 
balayage des régions d'entrée et de sortie qui bordent le réseau Nano-DLD. La barre d'échelle indique 
10 µm.  B Les trois images de microscopie à fluorescence correspondent à des billes de polystyrène qui 
s’écoulent dans la région d’entrée (rangée supérieure) et sortent de la région de sortie de la matrice 
(rangée inférieure). Les modes de déplacement latéral pour zigzag, partiel et congnement sont 
indiqués pour DP = 20 nm, DP = 50 nm et DP = 110 nm, respectivement. L'angle de migration, θ, indique 
le déplacement latéral du flux de particules dans la matrice. B’ Représentation schématique du 
dispositif qui se présente sous forme d’une matrice formée d’un réseau de piliers écartés de 25 à 235 
nm et un angle de migration maximum θmax = 5,7°. Les trajectoires pour les particules dont le 
diamètre particule (DP) est inférieur au diamètre critique nominal (DC) suivent un écoulement 
laminaire en mode zigzag (rouge), tandis que les plus grandes avec DP ≥ DC suivent une déviation θmax 
en mode cognement (bleu). (Adapté et réimprimé avec permission de [229]). Copyright 2016 Nature 
Publishing Group 
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1.2.6.1.2.2 Capture en immuno-affinité  

En raison de sa simplicité, la capture par immunoaffinité est une autre approche très utilisée 

[230]. Dans cette méthode, les VEs sont capturés avec des anticorps dirigés contre les protéines 

de surface spécifiques, notamment les tétraspanines  CD9, CD63 et CD81 [64]. Divers 

appareillages microfluidiques complètent cette technique d’isolement sélective des VEs. Zhao 

et collegues ont récemment mis au point une puce microfluidique l’ExoSearch qui permet 

l'isolement en continu des VEs en utilisant des billes immunomagnétiques. La puce se compose 

d'un injecteur en forme de Y et d'un mélangeur fluidique en serpentin pour permettre 

l’incubation et l’immuno-liaison des VEs sur des billes immunomagnétiques [231]. L'approche 

peut être facilement appliquée dans les établissements de santé à des fins diagnostiques car c’est 

une approche rapide. Toutefois, ces méthodes sont avant tout basées sur une immunodetection 

efficace liée à la sensibilité des anticorps. Le résultat est donc souvent sous estimé par rapport 

à la réalité. De plus, l’efficacité de la technique repose sur la capacité de l'anticorps à reconnaitre 

spécifiquement l’antigène cible. La forte affinité anticorps-antigène de la liaison, difficile à 

rompre, peut-être également un facteur limitant ne permettant pas la libération de VEs pures 

pour des utilisations ultérieures. 

 

Figure 20 : Enrichissement par immunoaffinité. (a) Schémas d'une puce microfluidique permettant le 
mélange et l'isolement en continu de vésicules extracellulaires au moyen de billes 
immunomagnétiques. Les VEs sont enrichies par sélection immunomagnétique et retenues par la force 
magnétique. Images de microscopie du dispositif: (b) injecteur en forme de Y, (c) mélangeur fluidique 
serpentin pour liaison immunomagnétique, (d) agrégats magnétiques et (e) VEs liées sur des billes 
immunomagnétiques. (Adapté et réimprimé avec permission de [231]). Copyright 2016 The Royal 
Society of Chemistry.  
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1.2.6.1.2.3 Tri par ondes acoustiques sans contact 

Lee et collaborateurs ont utilisé des ondes acoustiques pour fractionner les VEs. La séparation 

utilise les ultrasons stationnaires pour exercer une force acoustique différentielle sur les 

vésicules en fonction de leur taille et de leur densité [232]. L'appareil se compose d'une paire 

de transducteurs interdigitaux pour générer une onde acoustique de surface stationnaire.  Les 

particules dans la région acoustique subissent une pression radiaire et migrent. Les plus grandes 

vésicules se déplacent plus rapidement car la force acoustique est proportionnelle au volume de 

la vésicule. En optimisant la conception des transducteurs à ultrasons et de l'électronique, les 

auteurs sont en mesure d'obtenir un rendement de séparation élevé pour isoler des vésicules de 

taille nanométriques dans un mélange de plusieurs types vésiculaires. Cette méthode semble 

donc prometteuse pour l’isolement des VEs [232].  

1.2.6.1.3 Conclusion pour la partie technique  

Aucune des méthodes d’isolement de VEs précédemment discutées ne peut cumuler efficacité, 

spécificité et rendement. Le choix de la méthode dépend principalement des expériences qui 

suivent l’isolement des vésicules ainsi que la disponibilité de l'appareillage nécessaire.   

L’ultracentrifugation est facile d’utilisation et généralement plus accessible, cependant le culot 

vésiculaire est contaminé par des protéines agrégées, des lipoprotéines et le complexe miARN-

Ago2. L’ultracentrifugation en gradient de densité tend à éliminer ces contaminants avec une 

perte de rendement d’un facteur 10 environ. La chromatographie d’exclusion est relativement 

rapide quand la colonne est commerciale, cependant les phases disponibles ne sont pas encore 

assez résolutives pour se débarrasser des lipoprotéines qui ont un temps de rétention proche de 

celui des VEs. La reproductibilité des temps de rétention dépend de plusieurs facteurs, rendant 

compliquée la détection des VEs éluées dans les mêmes fractions que les contaminants au fil 

des réplicats. La co-precipitation par utilisation des kits commerciaux est surement la méthode 

la moins résolutive au vu des observations en microscopie électronique [223]. L’immuno-

capture peut être utilisée pour isoler les sous-populations de VEs dépendamment du marqueur 

utilisé. Cependant la force de liaison anticorps-antigène rend la dissociation difficile et de ce 

fait la récupération des VEs pour d’autres applications est limitée. Des méthodes comme la 

microfluidique ou l’utilisation d’onde acoustiques semblent très prometteuses, étant donné leur 

coté novateur. Il faudra attendre d’autres situations d’applications pour avoir le recule 

nécessaire sur ces méthodes.   
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1.2.6.2 Caractérisations morphologique et quantitatives  

1.2.6.2.1 Techniques basées sur la microscopie électronique  

La microscopie électronique est la méthode de référence pour l'imagerie des vésicules avec une 

résolution d’environ 5 nm pour la microscopie électronique à balayage (MEB) et de 1 à 3 nm 

pour la microscopie électronique à transmission (MET) (figure 21).  

 

Figure 21 : Différentes micrographies de vésicules extracellulaires. (a) La microscopie électronique à 
balayage (MEB) fournit des informations tridimensionnelles sur la topologie de surface. (b) La 
microscopie électronique à transmission (MET) a une résolution d'image supérieure et peut être 
utilisée avec un marquage immunogold pour fournir une caractérisation moléculaire. (c) La Cryo- 
microscopie électronique (Cryo-EM) permet l'analyse de la morphologie de VEs sans traitement 
extensif. (d) La microscopie à force atomique (MFA) peut fournir des informations à la fois sur la 
topologie de surface et sur les propriétés constitutives (par exemple, rigidité, adhérence). Réimprimé 
avec permission de [233]. Copyright 2018 American Chemical Society.   

1.2.6.2.1.1 Microscopie électronique à balayage 

La MEB est une technique bien connue et maintenant utilisée dans les domaines de recherche 

sur les VEs [234]. Cette technologie produit des images par balayage de la surface d'un 

échantillon de VEs avec un faisceau focalisé d'électrons. La surface de l'échantillon réfléchit 

les électrons pour produire, après acquisition et traitement, une image tridimensionnelle [233]. 

Les VEs présentent une forme de coupe déformée, un peu comme l’image d’un globule rouge 

[67]. 
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1.2.6.2.1.2 Microscopie électronique à transmission  

La MET est une autre technique de microscopie électronique très utilisée pour caractériser les 

VEs. L’image est obtenue en focalisant le faisceau d'électrons sur l’échantillon. Les électrons 

transmis à travers l’échantillon permettent de créer une image de sa structure interne. Cette 

technique a une résolution supérieure, permettant d’obtenir l’image d’objets de taille pouvant 

être inférieure au nm. Des métaux lourds tels que le tétroxyde d'osmium et l'acétate d'uranyle 

sont généralement utilisés pour générer des contrastes de l’échantillon [67]. Cette méthode peut 

être associée à l’immuno-détection en utilisant des anticorps couplés à des particules d’or 

colloïdales de 4 à 40 nm de diamètre [235]. Dans la recherche sur les VEs ces anticorps sont 

souvent dirigés contre des marqueurs comme les tétraspanines  (CD9, CD63, CD81), Alix, 

TSG101 ou encore des protéines contenues dans les radeaux lipidiques comme les flotillines 

[236].  

1.2.6.2.1.3 Cryo-Microscopie Electronique (cryo-ME)   

La cryo-ME est une technique où les échantillons sont analysés après congélation rapide à très 

basse température (-100 °C), couramment dans l’éthane liquide [237]. Contrairement à la MEB 

ou à la MET, qui nécessitent une fixation et une coloration étendue de l'échantillon, la cryo-ME 

permet l'analyse des VEs dans l’échantillon congelé, évitant la déshydratation et l’utilisation de 

fixateurs chimiques. A l’observation les vésicules apparaissent bien rondes [238].  

1.2.6.2.1.4 Tomographie électronique (TE)  

La TE est une autre méthode de microscopie électronique dont l’originalité est de déterminer 

la structure tridimensionnelle (3D) des objets, dont les VEs [239].  

Contrairement aux techniques de ME précédemment discutées où les images sont sur deux 

dimensions (2D), la TE reconstruit l'information 3D à partir d'une série d'images 2D acquises 

sous différents angles de vue [240]. Les images sont ensuite combinées numériquement pour 

produire une représentation fidèle de l'objet original. Ce processus exige des images qui 

fournissent systématiquement une mesure monotone d'une certaine propriété du volume 

échantillonné dans chaque projection inclinée, ce qu'on appelle l'exigence de projection. La 

reconstruction résultante consiste en des intensités voxel (une version 3D d'un pixel) présentant 

la distribution 3D de la grandeur mesurée [241].  
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1.2.6.2.1.5 Microscopie à Force Atomique (MFA) 

La MFA est une technique d'imagerie à haute résolution pour la caractérisation des VEs [242]. 

La MFA n'exige pas de préparation compliquée d’échantillons, les VEs peuvent être adsorbées 

sur un support de mica et imagées après séchage doux [233]. La MFA est utilisée pour obtenir 

deux types d'informations : la première relative à la topographie de la surface reflétée et la 

deuxième relative à la rigidité locale de la structure détectée et ses propriétés d’adhérence [233].  

Les images de MFA topographique montrent une morphologie ronde des VEs, tandis que les 

images de phase montrent les sous-structures variables qui composent les VEs notamment les 

lipides et les protéines [242]. 

1.2.6.2.2 L’analyse NTA (Nanoparticle Tracking Analysis) 

L’analyse NTA est une  technique basée sur un suivi individuel de nanoparticules en suspension 

dans une solution et permet de déterminer leur taille mais également leur nombre [243]. 

L’échantillon circule en continu dans une chambre traversée par un faisceau lumineux. Lorsque 

les particules en mouvement croisent la trajectoire du faisceau, elles diffusent la lumière. Une 

caméra enregistre le trajet de chaque particule en traquant leur mouvement brownien (figure 22 

a). Les informations obtenues permettent de déduire la taille des particules (figure 22b) par 

calcul mathématique grâce à l'équation de Strokes-Einstein ainsi que leur concentration dans la 

solution. Si nécessaire, la fluorescence peut être également détectée par le système NTA. Cette 

fonctionnalité peut être utilisée pour la détection des antigènes présents sur les vésicules 

extracellulaires en utilisant des anticorps couplés à un fluorochrome et spécifiquement dirigés 

contre des molécules d’intérêt. Cela peut être particulièrement interessant dans des applications 

relatives la caractérisation de sous-types vésiculaires dans un échantillon ou lors de la recherche 

de changements phénotypiques des VEs passant d’un état physiologique et à un état 

pathologique [244]. L’avantage d’une analyse avec cette technologie NTA est que l’échantillon 

peut être récupéré, néanmoins, un volume de 500 µL est nécessaire pour remplir le système. La 

NTA permet de donner une idée sur la présence ou non de particules dans les fractions 

analysées, cependant le système est avant tout un compteur de particules et ne fait aucune 

distinction entre des vésicules extracellulaires et des protéines agrégées par exemple. Une 

optimisation précise de la dilution de l’échantillon, du seuil de détection de la caméra et de sa 

focalisation sont nécessaires pour assurer une bonne mesure.  
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Figure 22 : Quantification des vésicules extracellulaire par NTA (Nanoparticle Tracking Analysis). (a) 
La conception instrumentale utilise une source de lumière laser pour éclairer des particules 
nanométriques dans un liquide. L’objectif du microscope permet d'ajuster la résolution. Chaque 
particule qui traverse la trajectoire du laser est détectée par la caméra et sera quantifiée. L’encart de 
la figure (a) montre les particules individuelles sous la forme de dispersions ponctuelles se déplaçant 
en suivant un mouvement brownien (en rouge). (b) Cette information est ensuite utilisée par le logiciel 
pour déterminer la concentration en vésicules (particule/ml) et la distribution de taille (nm). Panel (a) 
réadapté du cours Basics of Extracellular Vesicles (coursera).   
 

1.2.6.2.3 L’analyse TRPS (Tunable Resistive Pulse Sensing)  

Les analyses par TRPS peuvent être une alternative à l’analyse par NTA pour mesurer la 

concentration et la distribution granulométrique des VEs [245]. La technologie est basée sur la 

détection de changements transitoires d’un courant ionique, générés par le transport de 

vésicules au travers d’un nanopore percé dans une membrane en polyuréthane. Récemment, 

Akers et collaborateurs ont comparé le rendement du NTA et du TRPS en analysant des 

exosomes et des microvésicules dérivés du liquide céphalorachidien de patients atteints de 

glioblastomes [246]. Les auteurs ont noté que pour les VEs dont le diamètre est inférieur à 150 

nm, l’analyse NTA détecte systématiquement plus de VEs qu’avec une analyse TRPS. Pour les 

VEs de plus grande taille (>150 nm) c’est l’inverse. Ainsi, pour une bonne caractérisation des 

vésicules contenues dans un échantillon biologique quelqu’il soit, il semble impératif de 

combiner plusieurs stratégies et de profiter des avantages qu’offre chaque technique [246]. 
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1.2.6.3 Etudes protéomiques 

La caractérisation du cargo protéique des vésicules extracellulaires est un pas conséquent non 

seulement dans la compréhension de la biogénèse, le tri, l’adressage, le relargage et 

l’internalisation des vésicules extracellulaires mais également dans leur utilisation en tant que 

biomarqueurs. Le challenge de l’étude des vésicules extracellulaires, particulièrement du 

contenu protéique, est double : d’une part les échantillons sont généralement en quantité limitée 

et les techniques d’isolement qui tendent vers une spécificité élevée souffrent d’un rendement 

moindre. Ce problème est particulièrement récurrent dans les études de diagnostique clinique, 

avec le traitement d'échantillons “précieux“ issus de patients. D’autre part, la taille des VEs est 

à l’échelle du nanomètre rendant vite leur détection limitée. Néanmoins, l’engouement lié au 

domaine des VEs ces dix dernières années, a également eu un effet positif sur le developpement 

technologique. Des nouveaux appareils sont arrivés sur le marché et se sont plus ou moins 

adaptés aux contraintes précédemment citées.   

 

1.2.6.3.1.1 Western blot (WB) et ELISA 

Dans l’étude des protéines vésiculaires, la technique du western blot est sans doute la plus 

couramment utilisée pour démontrer la présence de protéines spécifiques comme par exemple 

des marqueurs vesiculaires connus. Dans ces études, les préparations vésiculaires purifiées sont 

traitées avec des solutions de lyse tamponnées en condition dénaturante ou non selon les 

molécules recherchées ou les anticorps utilisés. Les protéines sont ensuite séparées par 

électrophorèse sur gel de polyacrylamide en présence de dodécylsulfate de sodium (SDS-

PAGE), avant d’être transférées sur une membrane, souvent de nitrocellulose. Après saturation, 

les membranes sont incubées en présence de l’anticorps primaire dirigé contre la protéine 

d’intérêt. Un anticorps secondaire marqué dirigé contre l’anticorps primaire permet de révéler 

la présence éventuelle de la protéine [247]. Cette méthode apporte des informations 

complémentaires sur la taille relative de la protéine.  

Comme pour le western-blot, le dosage ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) est une 

autre technique courante dans l’étude des protéines et peut être utilisée dans différentes 

configurations : direct, indirect, en sandwitch ou par compétition [248]. 

A titre d’exemple d’application à l’étude des vésicules extracellulaires, dans la configuration 

sandwich, les VEs isolées ou leur lysat sont mis en contact direct avec un anticorps immobilisé 

sur un support solide qui joue le rôle de capteur à vésicules. Un second anticorps biotinylé, 
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reconnaissant les VEs capturées, est utilisé pour les détecter [249]. Les deux anticorps de 

capture est de détection sont non interactifs, ce qui améliore la détection.  

Les deux techniques présentées sont équivalentes en termes de limite de détection et de 

résultats. Elles dépendent de l’efficacité et de la spécificité des anticorps. Cependant, pour des 

raisons de rapidité, le test ELISA semble plus adéquat pour des études à haut débit comme par 

exemple dans le cas d’applications cliniques.   

1.2.6.3.1.2 Spectrométrie de masse  

Contrairement au WB et à l'ELISA qui quantifient des protéines ciblées à une échelle 

relativement restreinte, la spectrométrie de masse permet un profilage peptidique à haut débit 

[250]. Les protéines des VEs isolées sont digérées enzymatiquement. Les peptides recueillis 

sont ensuite séparés par chromatographie liquide et ionisés pour être analysés par spectromètrie 

de masse. Tout au long de ce processus, de multiples étapes affectent de manière critique le 

profilage protéomique des VEs. Outre la purification efficace des VEs [61] en choisissant la 

bonne méthode permettant d’éviter au maximum la contamination par des protéines non 

vésiculaires, le choix de l’analyse en masse et les performance du spectromètre de masse utilisés 

sont autant de facteurs à prendre en considération [64,235]. L'analyse par spectrométrie de 

masse caractérise des fragments peptidiques: une identification, une quantification et une 

validation appropriée des peptides générés sont donc nécessaires [251]. La pertinence des 

données protéomiques dépend de la stringence des filtres appliqués mais également de la 

pertinence des bases de données consultées lors de l’analyse des données brutes. En effet, les 

bases de données ne sont pas toutes mises à jour régulièrement pour reclassifier les protéines 

répertoriées. Pour des études spécifiques de protéines d’intérêt, il est parfois recommandé 

d’effectuer des validations par d’autres types d’analyses complémentaires comme le WB [233]. 

Bien que la spectrométrie de masse exige un temps de préparation et de traitement important 

de données, elle peut fournir des analyses protéomiques à haut débit, quantitatives et 

comparatives de VEs. Plusieurs milliers de protéines vésiculaires ont été caractérisées par 

spectrométrie de masse [250,252] et regroupées dans des bases de données dédiées tel que 

Vesiclepedia [192], EVpedia [193] et ExoCarta [194]. Ces études permettent également de 

dresser des cartes d’interactomes basées sur la nature du cargo protéique des vésicules analysées 

[253].  
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1.2.6.3.1.3 Cytométrie en flux  

La cytométrie en flux a toujours été une technique robuste pour caractériser de grandes cellules 

ou des entités micrométriques. Son principe repose sur la diffusion de la lumière et l'activation 

par fluorescence, chaque molécule détectée étant comptabilisée comme un événement. Les 

cytomètres en flux conventionnels ont une sensibilité et une résolution limitées pour détecter 

les petites particules d'un diamètre inférieur à 500 nm [254]. Pour adapter la cytométrie en flux 

conventionnelle à l’étude des VEs, ces dernières sont couplées à des billes de latex de taille 

micrométrique. Les VEs liés sont ensuite marquées avec des anticorps fluorescents [255].  

Cette approche est en principe très efficace pour détecter, dénombrer et étudier les phénotypes 

vésiculaires [256]. Néanmoins, la présence d'anticorps aggrégées [257], de microprécipités 

inorganiques [258] ou de lipoprotéines [227] sont autant d’artefacts susceptibles de pertuber les 

résultats des analyses. Des optimisations sur la sensibilité des appareils actuels sont nécessaires 

pour générer des résultats plus fiables. 
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1.3 Emergence autour des fonctions vésiculaires : accent sur les VEs 

d’origine microgliale  

1.3.1 Les vésicules extracellulaires dans les pathologies du SNC  

Avec les preuves croissantes que les vésicules extracellulaires contiennent un cargo 

biologiquement actif et qu’elles ont un effet sur les cellules réceptrices, leurs applications 

cliniques se sont considérablement développées [259]. L’enjeu est de les utiliser de manière 

non invasive comme biomarqueurs dans la détéction de pathologies comme dans le cas des 

maldies neurodégéneratives.  

Les maladies neurodegeneratives représentent de plus en plus une cause de décès à l’échelle 

mondiale [260]. Elles sont parfois liées au fait que des protéines mal conformées ne sont pas 

correctement éliminées et s’accumulent progressivement au niveau du cerveau. Il en résulte des 

pathologies qui réduisent les facultés cérébrales et physiques des personnes atteintes. Les 

investigations de ces protéines dans les vésicules extracellulaires laissent penser qu’elles 

seraient transportées par les VEs [261]. Des agrégats de protéines toxiques tels que la α 

synucléine, la protéine Tau ou la protéine bêta-amyloïde, ainsi que des protéines pathogènes 

prioniques ont été décrites comme transportés dans les VEs [262] fournissant un argument pour 

l'implication pathologique d’échanges cellulaires via les vésicules extracellulaires dans des 

troubles neurodégénératifs. La maladie d’Alzheimer (MA) est un trouble neurodégénératif 

d'apparition tardive provoquant une perte de mémoire et des capacités cognitives. Bien que tout 

n’est pas encore connu sur la MA, il est clair que l’accumulation du peptide β-amyloïde dans 

des plaques amyloïdes et les enchevêtrements neurofibrillaires intracellulaires de la protéine 

Tau sont des éléments importants dans la progression de la maladie [263]. Le peptide β-

amyloïde résulte du processus protéolytique du Précurseur de la Protéine Amyloïde (APP) 

[264]. Celui-ci peut avoir différentes localisations cellulaires et, de manière intéressante, dans 

les voies de recyclage vésiculaire endosomales, processus en commun avec la biogénèse et la 

formation des vésicules extracellulaires [265]. Rajendran et collegues ont ainsi déterminé que 

les peptides bêta-amyloïdes sont transportés dans des corps multivésiculaires. Les protéines 

exosomales peuvent alors s'accumuler dans les plaques amyloïdes qui se forment dans le 

cerveaux de patients atteints de MA, suggérant un rôle des vésicules extracellulaires dans la 

propagation de la maladie [266]. Dujardin et collègues ont également démontré la présence de 

la protéine Tau dans les vésicules extracellulaires.  Dans des conditions physiologiques Tau 
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serait uniquement détectée dans les ectosomes alors que lorsque la protéine est surexprimée, 

Tau serait associée aussi bien aux ectosomes qu’aux exosomes [267]. 

1.3.2 Un dialogue cellulaire médié par les VEs dans le SNC 

Le dialogue neurone-glie au sein du SNC peut s’établir au travers des contacts directs ou par 

des voies paracrines. Parallèlement, les VEs par l’intermediaire de leur cargo biologiquement 

actif, peuvent vehiculer des informations vers les cellules réceptrices [262,268]. En particulier, 

les cellules microgliales sécrètent des vésicules extracellulaires [111] et ont aussi la capacité 

d’internaliser des VEs provenant d’autres cellules du SNC (figure 23) [4,113,262].   

 

Figure 23 : Dialogue médié par les vésicules extracellulaires de et vers les cellules microgliales.  La 
microglie en tant que cellules réceptrices pour des VEs de différentes origines : 1. Les VEs dérivées de 
glioblastome contiennent des métalloprotéases (MT1-MPP) modulant la fonction microgliale et des 
microARN (miRNA); 2. Les VEs dérivées d’oligodendrocytes sont adressées vers la microglie pour être 
éliminé; 3. Les vésicules neuronales contenant du C3 peuvent favoriser l’élagage synaptique. Les VEs 
contenant le peptide bêta amyloïde (Aβ) et la protéine Tau peuvent être internalisées par la microglie. 
4. Les VEs circulantes ciblent de préférence la microglie dans le SNC. La microglie en tant que source 
de vésicules : libération de VEs dépendante de l'ATP, qui contiennent des miARN et des cytokines, 
ciblant (5) les neurones et (6) les astrocytes. Un certain nombre d'agents favorisant la libération de VEs 
par la microglie ont été décrits comme les LPS (lipopolysaccharides) qui induisent la présence dans les 
VEs secretées de cytokine IL-1β et de miR155 acteurs importants de la réponse proinflammatoire. Une 
stimulation par l’α-synucléine augmente la sécretion de vésicules qui expriment le CMH-II (Complexe 
Majeur Histocompatibilité de type II) et TNF-α (Tumor Necrosis Factor- α) ayant tous les deux des 
capacités proapoptotiques. 
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1.3.2.1 Vésicules secretées par les cellules microgliales  

Plusieurs études ont signalé l'existence de vésicules extracellulaires d'origine macrophagique et 

microgliale  [269–271]. Les VEs dérivées de la microglie sont des régulateurs importants de la 

transmission synaptique car ils favorisent la production de céramide et de sphingosine par les 

neurones [272]. Le métabolisme accru des sphingolipides affecte positivement la 

neurotransmission  in vitro et in vivo, en soutenant une modulation physiologique de l'activité 

synaptique par la microglie [272]. 

Les analyses protéomiques ont permi de caractérisé la teneur en protéines des exosomes dérivés 

de la microglie, décrivant plusieurs enzymes, chaperones, tétraspanines et récepteurs 

membranaires. Ce contenu est disponible dans les banques des données dédiées aux VEs [192–

194]. Des études ont identifié des marqueurs uniques pour les exosomes dérivés de la microglie, 

tels que l'aminopeptidase APN ou CD13 et le transporteur de lactate MCT1 (Monocarboxylate 

transporter 1) [273]. Il faut toutefois considérer que l'activité biologique et la composition des 

VEs dépendent de chaque étape du processus d’isolement et de l’état des cellules mères, des 

stimuli extracellulaires potentiellement utilisés et des voies de signalisation activées [274].  

En cas d’infection, les cellules microgliales s’engagent rapidement dans une réponse pro-

inflammatoire qui vise à neutraliser l’agent pathogène. La microglie transfectée avec Nef, 

facteur négatif du virus de l'immunodéficience humaine, libère des exosomes contenant le 

facteur Nef. Ceci a pour consequence de perturber l'intégrité et la perméabilité de la barrière 

hémato-encéphalique (BHE) et favoriser la sécrétion microgliale de cytokines pro-

inflammatoire telles que l'IL-6, l'IL-8 et IL-12 [275]. 

Les stimuli microgliaux qui augmentent la secretion de vésicules extracellulaires ont été 

largement étudiés. L’ATP extracellulaire a été identifiée comme un facteur majeur stimulant 

l'excrétion vésiculaire par la microglie à travers les récepteurs P2X7. Plusieurs articles 

scientifiques indiquent que les VEs microgliales induites, suite à une activation par l'ATP, sont 

enrichies en IL-1β et en GAPDH (D-glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase), favorisant 

ainsi la propagation et la régulation de la réponse neuroinflammatoire et/ou la stimulation de la 

neuritogenèse dans le cerveau [276]. Par ailleurs, la libération de vésicules chargées de 

récepteurs P2X7 fonctionnels pourrait représenter une stratégie efficace pour la microglie de 

réduire la présence de ces récepteurs sur leur membrane plasmique, réduisant ainsi l'apoptose 

induite par P2X7 [274].  
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 La stimulation par les lipopolysaccharides (LPS), composants de la paroi de bactéries à Gram 

négatif, augmente de manière significative la libération de microvésicules par la microglie, dont 

le contenu est enrichi en cytokine proinflammatoire IL-1β et en miR-155, un microARN 

stimulant les réponses pro-inflammatoires [277]. La neuroinflammation joue un rôle critique 

non seulement dans le cas d’infections, mais aussi lors de lésions cérébrales traumatiques, 

souvent appélées TBI de l’anglais Traumatic Brain Injury où, si elles sont prolongées, peuvent 

provoquer des lésions neuronales. Dans les phases aiguës et chroniques qui suivent le TBI, les 

cellules microgliales sont impliquées dans une réponse inflammatoire complexe. Tandis que 

des études récentes montrent, que suite à un TBI, les VEs dérivées de la microglie commutent 

vers un profil d'expression anti-inflammatoire favorisant la réparation tissulaire [278]. D'autres 

auteurs rapportent qu'elles favorisent la neuroinflammation et donc un effet neurotoxique [277]. 

Cette contradiction apparente pourrait s'expliquer par la variabilité dans le temps de la réponse 

microgliale ou par la présence de plusieurs sous populations cellulaires qui exercent des 

fonctions différentes. Des nouvelles investigations sont nécessaires pour clarifier cet aspect.  

1.3.2.2 Vésicules internalisées par les cellules microgliales

Les études rapportées ci-dessus montrent bien que les VEs d’origine microgliale impactent le 

fonctionnement des cellules du SNC, mais le contraire est aussi vrai : en effet, les cellules 

microgliales sont à leur tour influencées par les VEs des cellules environnantes. A titre 

d’exemple, une dépolarisation potassium dépendante des neurones libère des exosomes [279], 

ceux-ci régulent positivement la molécule du complément C3 dans la microglie. Les cellules 

microgliales activées, éliminent les neurites en dégénérescence [280]. Les exosomes secrétés 

par les oligodendrocytes, cellules du SNC responsables du processus de myélinisation, sont 

transférés vers la microglie par le mécanisme de macropinocytose et acheminés vers le 

lysosome pour y être dégradés. Ils pouront ensuite servir de support trophique aux axones 

[113,268,281,282].  

Dans les glioblastomes, formes les plus connues et les plus dévastatrices de tumeurs cérébrales, 

les cellules microgliales primaires humaines internalisent les VEs dérivées du glioblastome. 

Cela induit l’expression de MT1-MMP (Membrane type 1-Matrix Metalloproteinase), 

marqueur de glioblastomes connu pour être favorable à la tumorogenèse. Le fait de retrouver 

ce marqueur dans les cellules microgliales traduit un mécanisme possible utilisé par les cellules 

tumorales pour la communication inter-cellulaire à longue distance permettant de modifier à 

leur avantage la réponse immunitaire locale et favoriser la propagation de la tumeur [283].   
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Les affections qui entraînent une réponse immunitaire périphérique sont souvent associées à 

une inflammation du système nerveux central suggérant une communication entre les deux 

systèmes immunitaires. Le mécanisme sous-jacent de cette relation reste largement inconnu.  

Les cellules microgliales semblent être à l’interface entre le système nerveux central et 

périphérique. En effet, des études ont montré que les cellules microgliales seraient la cible de 

vésicules extracellulaires circulantes [284]. En utilisant le modèle d’endotoxémie avec le LPS, 

le rôle des exosomes dérivés du sérum dans la médiation neuroinflammation a été étudié. Les 

exosomes circulants dans le sérum de souris stimulées par le LPS, ont été injectés par voie 

intraveineuse à des souris adultes normales. Les souris ayant reçu ces exosomes présentent une 

activation microgliale élevée, de manière temporelle et dose dépendante. De plus, cette 

activation n’induit pas de perturbation de la BHE [284]. Cette étude montre que les vésicules 

sont préferentiellement internalisées par les cellules microgliales, en comparaison avec les 

astrocytes et les neurones.   
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OBJECTIF DE LA THESE  

De nombreuses pathologies du système nerveux central (SNC) sont étroitement associées à une 

dégradation massive des cellules nerveuses, conduisant à une perte de leur fonction. L’état 

inflammatoire est parmi les facteurs impliqués dans ces dégénérescences. Les données 

bibliographiques montrent une implication des cellules microgliales dans le contrôle de 

l’homéostasie du SNC [7,285,286]. L’activation de la microglie résidente se manifeste entre 

autre par un changement de morphologie, passant d’une forme ramifiée à une forme rétractée 

dépourvue de filopodes [11,22]. Le nombre de cellules microgliales activées peut augmenter 

sur un site de lésion suite à un traumatisme, une infection ou un état pathologique [1].   

La sangsue médicinale Hirudo medicinalis, est un modèle reconnu pour l’étude du SNC. Cet 

animal a la capacité de régénérer son SNC [287] après lésion expérimentale de la chaine 

nerveuse, retrouvant ses capacités sensitives et motrices. La chaine nerveuse est ventrale et 

présente une variété cellulaire moindre par rapport au SNC des mammifères, rendant plus aisée 

l’étude de la physiologie et des interactions cellulaires [16]. De façon intéressante, la possibilité 

de se placer dans des conditions de culture de la chaine nerveuse ex vivo, permettent de réaliser 

des études ciblées sur les cellules microgliales résidentes et leur dialogue avec les neurones 

[16]. 

La sécrétion de vésicules extracellulaires (VEs) est un des processus qui permet la 

communication cellulaire [288,289]. Dans ce dialogue, la cellule émettrice est capable 

d’adresser des vésicules contenant des lipides [290], des protéines [291] et des acides 

nucléiques [292] pouvant modifier la physiologie de la cellule réceptrice [144].  

Mon projet de thèse repose sur l’étude des vésicules extracellulaires (VEs) d’origine 

microgliale. Le premier objectif a été de construire les outils nécessaires afin de valider la 

présence de ces nano particules chez le modèle Hirudo medicinalis et de s’assurer de leurs 

origines microgliales. Le deuxième objectif est l’étude de leur contenu protéomique par des 

stratégies reposant sur la chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse. Enfin, 

l’effet fonctionnel des VEs, dans un contexte neuroprotecteur notamment par l’induction de la 

croissance neuritique in vitro aussi bien sur des neurones de sangsue que sur des lignées 

mammifères a été testé.  
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MATERIEL ET METHODES  

1.1 Dissection du système nerveux central de la sangsue  

L’étude a été faite sur un modèle annélide : la sangsue médicinale (Hirudo medicinalis), en 

accord avec la législation français, le traité européen et la déclaration d'Helsinki relatifs à 

l’utilisation de cette espèce en recherche. Les sangsues, achetées chez Biopharm (Hendy, 

United Kingdom), sont reçues au même stade de developpement et sont maintenues en élevage 

dans des aquariums une semaine à jeun et à température ambiante avant dissection.  

Pour chacun des réplicas, 20 sangsues ont été disséquées. La première étape consiste à 

anesthésier les animaux avec un passage dans de l’éthanol 10% pendant 20 minutes à 

température ambiante. Une fois endormies, individuellement les sangsues ont été fixées à l’aide 

d’épingles sur leur face dorsale. Une section médio ventrale a été effectuée afin de mettre en 

évidence la chaine nerveuse (CN) protégée par un sinus sanguin.  Ce dernier, a été sectionné 

par des micro-ciseaux afin de libérer la CN.  

Une série de bains a ensuite été effectuée. Dans un premier temps, les chaines ont été passées 

dans du tampon stérile de ringer (115 mM NaCl, 1,8 mM CaCl2, 4 mM KCl and 10 mM de 

TRIS maléate à pH 7,4) avant d’être transférées dans du tampon phosphate salin (PBS, 

GibcoTM) contenant des antibiotiques (pénicilline/streptomycine 10000 U/ml et gentamycine 

10 mg/ml) (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, USA). Les CNs y ont été rincé trois fois à 

des concentrations décroissantes d’antibiotiques (4x, 2x, 1x). La durée de chaque bain est de 

10 minutes à température ambiante. Afin d'isoler le contenu cellulaire des CNs, une dissociation 

mécanique à l’aide d’une pince fine et de micro-ciseaux a été réalisée. Cette étape a été exécutée 

sous loupe binoculaire dans une boite de pétri de 35 mm contenant du milieu L-15 complet 

(Leibovitz's L-15 medium, Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, USA) contenant 2 mM de 

L-glutamine, 100 UI/ml pénicilline, 100 µg/ml streptomycine, 100 µg/ml gentamycine, 0,6% 

de glucose, 10 mM Hepes et 10% de sérum de veau fœtal déplété en exosomes (Exo-FBS) 

(Ozyme, Saint-Quentin-en-Yvelines, France) (Figure 24a).  
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1.2 Cultures cellulaires  

1.2.1 Culture primaire des cellules microgliales et des neurones de sangsue 

Afin de séparer les cellules microgliales des neurones, nous nous sommes basés sur leur 

différence physique. En effet, la taille des neurones varie entre 6µm et 70 µm, quand les cellules 

microgliales ne dépassent pas les 5µm. De ce fait, une étape de filtrations à travers des tamisages 

PluriSelect® (Leipzig, Allemagne), dont le diamètre des pores laisse passer les cellules 

microgliales et retient les neurones, a conduit à une séparation nette des deux populations. 

Dans un premier temps, le milieu de dissociation contenant le mélange cellulaire a été passé à 

travers un filtre dont le diamètre des pores est de 100 µm. Le but étant d’éliminer les gros débris 

cellulaires ainsi que les résidus de la chaine nerveuse issus de la capsule conjonctive. L’éluât 

résultant de cette étape est ensuite filtré à travers des pores de 6 µm. A ce stade, les cellules 

microgliales ont été éluées et les neurones retenus sur le filtre. Avant mise en culture, les 

cellules microgliales ont été centrifugées à 1200 g pendant 10 min à 15°C pour éliminer les 

débris résiduels provenant du milieu de dissociation. Après la centrifugation, le culot a été repris 

dans 5 ml de milieu L-15 complet à température ambiante. L’homogénat a été reparti sur des 

plaques 4 puits à raison de 500 µL par puits et maintenu en culture pendant 4 jours à température 

ambiante dans une chambre humide à 15°C. Ces conditions de culture ont été validées et 

désormais utilisées en routine dans notre laboratoire pour des cellules issues de la chaine 

nerveuse de sangsue (Figure 24a).   

La population neuronale chez la sangsue étant hétérogène, elle-même a été séparée d’abord par 

un filtre de 60 µm permettant d’éliminer les gros neurones et ensuite à travers un filtre de 20 

µm pour avoir une population neuronale entre 6 et 20 µm. Cette dernière a été reprise dans 2 

ml de milieu L-15 complet et a été mise en culture dans des LabTek (Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA) avec un revêtement PolyD-Lysine afin d’être utilisée pour les tests 

fonctionnels médiés par les vésicules extracellulaires (VEs). Le milieu de culture ainsi que les 

facteurs stimulants ont été renouvelés tout les 4 jours.  

1.2.2 Culture des lignées de mammifères  

Les PC-12 sont des phéochromocytomes de la médullosurrénale de rat. Cette lignée a été 

cultivée dans du DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, GibcoTM) complété de 10 % de 

sérum de cheval décomplémenté (HS, GibcoTM), 5% de FBS décomplémenté (SVF, GibcoTM), 

2mM de L-glutamine et des antibiotiques streptomycine et pénicilline avec des concentrations 

de 10μg/mL et 10U/mL respectivement. Les cellules sont cultivées dans des flasques de 75 cm2. 

Une fois les cellules arrivées à confluence, deux rinçages au PBS (Phosphate Buffer Saline) 
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sont effectués, puis les cellules sont détachées à l'aide de trypsine-EDTA 0,25 % pendant 2 

minutes à 37°C, centrifugées à 1200g, comptées en cellules de Malassez puis transféreées en 

boite 24 puits à une densité de 60, 120 ou 200 cellules/puits. Les cellules ont été maintenues 

24h dans le milieu précédemment décrit puis passées dans un milieu avec uniquement 0.1% de 

sérum de cheval décomplémenté pour favoriser la différenciation au profit de multiplication.  

Les SH-SY5Y, cellules de neuroblastomes humains. Cette lignée a été cultivée dans les mêmes 

conditions utilisées pour les PC-12. Après trypsinisation et comptage les cellules ont été 

ensemencées en boites 24 puits à différentes densités 2,2x104, 4,4x104 ou 8,8x104 cellules/puits. 

Les cellules ont été maintenues 24h dans le milieu précédemment décrit puis ce dernier a été 

changé pour favoriser la différenciation. C’est ainsi que les cellules ont été maintenues 72h dans 

du DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, GibcoTM) complété de 2mM de L-glutamine 

et des antibiotiques streptomycines et pénicilline avec des concentrations de 10 μg/mL et 10 

U/mL respectivement, 1% d’acides aminés non essentiels et de 25 mM de staurosporine, agent 

de differenciation utilisé dans ces expériences.  
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1.3 Isolement des vésicules extracellulaires microgliales  

Au terme des 4 jours de culture, le milieu conditionné des cellules microgliales de sangsue a 

été récupéré afin d’en isoler les VEs.  

Une série de centrifugations différentielles a été appliquée. Les cellules microgliales ont été 

culotées à 1200 g pendant 10 minutes, ensuite le surnageant (S1) a été centrifugé à la même 

vitesse 20 minutes supplémentaires dans le but de culoter les corps apoptotiques. Une étape de 

filtration sur des filtre dont la porosité est de 0.22 µm, a été effectuée sur le surnageant S2, ce 

qui permet d’éliminer les débris et corps apoptotiques résiduels. L’éluât a été ensuite transféré 

dans des tubes polycarbonate de 10.4 mL (Beckman Coulter, Brea, CA, USA). Les tubes ont 

été complétés à ¾ de leurs capacités avec du PBS et ultracentrifugés dans le rotor 70.1 Ti k-

factor 36 (Beckman Coulter, Brea, CA, USA) à 100000 g pendant 90 minutes en utilisant une 

ultracentrifugeuse Beckman Optima XPN. Cette étape a permis de culoter les vésicules 

extracellulaires (culot-UC). L’ensemble des étapes de centrifugation a été réalisé en conditions 

stériles, la température des cententrifugations a été fixée à 4°C pour toute la durée de la 

manipulation (Figure 24b).  

Le culot-UC a été repris dans 200 µL de PBS pour être analysé directement (quantification des 

nanoparticules, analyse de la morphologie par microscopie électronique ou étude du cargo 

protéique par spectrométrie de masse) ou soumis à une étape de purification supplémentaire en 

gradient de densité Optiprep™. Dans ce cas, les VEs culotées après ultracentrifugation ont été 

reprises dans 200 µL de PBS et déposées en bas d’un gradient discontinu d’Optiprep™ (Sigma 

Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France). Le gradient a été obtenu après dilution de la solution 

mère (60% p/v d’iodixanol)  en utilisant comme tampon d’homogénéisation 0,25 M de sucrose, 

1 mM d’EDTA, 10 mM de Tris-HCl, pH 7,4 [293]. Quatre concentrations (40%, 20%, 10% et 

5%) d’Optiprep™ d’un volume de 2mL chacune ont été utilisées. Les différentes solutions ont 

été délicatement déposées dans un tube polyallomer de 14 mL (Beckman Coulter). Le dépôt a 

été fait dans un ordre décroissant de la contenance en Optiprep™ (Fig 1b). Un tube contenant 

exactement les mêmes strates de gradient et préparé avec les mêmes tampons que le tube 

contenant les VEs a été intégré à l’expérience (contrôle négatif). Les tubes ont été 

ultracentrifugés pendant 16h à 100000 g (rotor SW 40 Ti, k-factor 137, Beckman Coulter).  

Huit fractions Optiprep™ de 1 mL ont été récupérées en partant du haut du gradient et ont été 

remises en suspension dans 30 mL de PBS (Fig 1c). Une ultracentrifugation des huit tubes 

pendant 90 min à 100000 g a permis d’éliminer les résidus d’iodixanol dans le surnageant et 

d’isoler les VEs dans le culot. Ces dernières, nommées de F1 à F8 -F étant fraction- ont été 

reprises dans 200 µL de PBS et analysées comme décrit précédemment pour le culot-UC.  
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Figure 24 : Stratégies de collecte et d'isolement des vésicules extracellulaires. (a) Les chaines 

nerveuses de sangsue ont été disséquées et dissociées mécaniquement. Les cellules microgliales ont 

été séparées des neurones par filtration et mises en culture. (b) Les cellules microgliales et les corps 

apoptotiques ont été retirés du milieu conditionné par des étapes de centrifugation successives. Les 

VEs ont été isolées du milieu conditionné par ultracentrifugation différentielle (Culot-UC) ou soumis à 

une étape supplémentaire de purification sur gradient de densité d’OptiprepTM. (c) Les VEs ont été 

collectées dans différentes fractions après la séparation en gradient de densité d’OptiprepTM (fractions 

F1-F8). 
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1.4 Quantification des vésicules extracellulaires 

Afin de déterminer le nombre de vésicules dans chaque fraction, une quantification suivant la 

technologie NTA pour Nanoparticles Tracking Analysis a été effectuée. Le Nanosight NS-300 

(Malvern Panalytical Ltd, Malvern, Royaume Uni) équipé d’un laser à 488 nm et d’une pompe 

à débit automatique a été utilisé à cet effet. Le script d’analyse a été adapté comme suit : les 

VEs ont été diluées au 1 :100 dans du PBS et chargées dans la cellule d’analyse suivant un flux 

automatique grâce à la pompe fournie avec l’appareil. Le détail des conditions d’acquisition et 

d’analyse sont résumées dans le tableau 2. Le PBS utilisé pour reprendre les VEs et réaliser les 

dilutions, a été intégré comme control négatif pour le culot-UC et analysé pour le nombre de 

particules qu’il contient suivant le même procédé décrit ci-dessus. Concernant les fractions 

OptiprepTM, c’est le contenu du tube contrôle négatif contenant les différentes strates de 

gradient sans les VEs qui a été analysé pour quantifier le nombre de particules et a servi de 

témoin négatif.     

Tableau 2 : Détail des conditions d’acquisition et d’analyse pour la quantification NTA 

Détail du script Paramètres de capture Paramètre 

d’analyse 

Injection : pompe à 1000 - 25" 

Rééquilibration du flux : 15" 

Enregistrement : pompe à 25 – 3x 60" 

Temps mort entre chaque enregistrement : 5" 

Arrêt de la pompe  

Analyse des vidéos enregistrées  

Caméra : sCMOS 

Seuil de caméra : 14 

Seringue : automatique 

Seuil de détection : 

3 

Logiciel : NTA 3.2 

1.5 Observation de la morphologie des vésicules extracellulaire isolées  

Afin de vérifier la présence mais aussi la morphologie des vésicules extracellulaires isolées, 

une observation en microscopie électronique à transmission du culot-UC et des fractions 

OptiprepTM a été accomplie. A cet effet, nous avons suivi les recommandations de Théry et 

collaborateurs [67]. En résumé, les vésicules isolées ont été reprises et fixées dans 30 µL de 2% 

paraformaldéhyde dans du PBS. L’échantillon a ensuite été déposé sur des grilles recouvertes 

d’une fine pellicule de Formvar-carbone. Le dépôt a été effectué en trois fois, espacé de 20 

minutes à raison de 10 µL par dépôt.      

A l’issue de cette étape, les grilles ont été transférées pour 5 min dans une goute contenant 1% 

de glutaraldéhyde dans le PBS, pour permettre la stabilité des structures durant l’analyse en 

microscopie électronique. Après plusieurs lavages dans de l’eau ultrapure, les grilles ont été 

contrastées en utilisant un mélange 4% d’uranyle d’acétate et 2 % de methylcellulose dans un 

ratio 1:9, v/v. Cette dernière étape a été exécutée sur glace et dans l'obscurité. L’ensemble de la 
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procédure de préparation d’échantillons a été faite en déposant les gouttes de tampon sur du 

parafilm et en y déposant dessus les grilles avec l'échantillon du coté de la goutte. Les grilles 

ont été déplacées successivement d’une goutte à une autre pour passer d’une étape à une autre. 

L’excès en réactif a été enlevé avec du papier Whatman.      

L’observation des grilles a été réalisée en utilisant le microscope électronique JEOL JEM-2100. 

Les acquisitions ont été faites avec une caméra Gatan Orius SC200D. 

1.6 Etudes du cargo protéique des VEs isolées par Spectrométrie de masse  

1.6.1 Annotation des bases de données sangsue  

La sangsue médicinale est un modèle pour lequel les outils d’étude ne sont pas encore 

parfaitement construits et validés. Dans le cadre de l'analyse du cargo protéomique des VEs 

microgliales, il était primordial d’annoter la banque de données à notre disposition. Cette 

banque est composée de 22010 séquences génomiques codantes traduites à partir du génome 

d'Hirudo [294]. Dans un  premier temps, toutes les séquences ont été alignées contre la banque 

de données Uniprot [295] en utilisant le logiciel d’alignement BLAST [296]. La banque de 

données swissprot étant manuellement vérifiée est plus fiable, ce qui en fait une banque de 

choix pour notre analyse. Dans le but de rajouter de la pertinence aux résultats Blast, seuls les 

résultats avec une e-value ≤ 0.1 ont été gardés. De plus, un scripte Python a été construit de 

manière à ne garder pour chaque requête que le meilleur résultat, si ce dernier donnait une entrée 

"uncharacterized protein", le résultat suivant a été sélectionné. Le but étant que pour chaque 

requête un nom de protéine y soit assigné. Pour certaine séquence, à cause de leur longueur très 

petite, une assignation n’a pas pu être attribuée, de ce fait elles apparaissent comme « none » 

ou bien « uncharacterized protein ».  

Pour les besoins de l’analyse avec les logiciels de protéomique, une dernière étape de 

l’annotation a été d’homogénéiser les espèces où les annotations ont été trouvées. Pour cela, 

l’espèce Homo sapiens a été choisie comme espèce de référence. De ce fait, l’ensemble des 

identifications non humaines ont été réassignées grâce à l’outil API REST d’Uniprot [295] pour 

en chercher leurs orthologues humains. 

1.6.2 Préparation des échantillons  

Les Culots-UC ainsi que les fractions OptiprepTM ont été repris dans 30 µL de 50 mM 

ammonium bicarbonate (NH4HCO3) contenant 4% de sodium dodécylsulfate (SDS). Les 

protéines extraites ont été reprises dans du Laemmli (312,5 mM de Tris-HCl pH 6,8, 50 % de 

glycérol, 10 % SDS, 0,1 % de bleu de bromophénol, 12,5 % de 2-β-mercaptoethanol) dans un 
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ratio 1:4 v/v et  faire migrer pour une séparation sur un gel d’acrylamide 12%, avec du TGS 

(25 mM Tris, 192 mM Glycine and 0.1% SDS) comme tampon de migration. L’électrophorèse 

a été faite dans un premier temps à 70 V pendant 15 minutes. Une fois dans le gel de 

concentration, le voltage a été augmenté à 120 V pour 15 min supplémentaires. Ce processus 

ne permet pas une séparation franche des protéines, mais un piégeage dans les mailles du gel, 

ce qui confère une matrice de digestion pour la suite de l’expérience.  

Post migration, les protéines ont été fixées par passage du gel pendant 20 minutes dans une 

solution d’InstantBlue™ (Expedeon, Cambridgeshire, United Kingdom). Chaque piste de gel a 

par la suite été excisée et coupée en petits morceaux d’environ 1 mm3. Un protocole de digestion 

trypsique a par la suite été appliqué comme recommandé par Lemand et collègues [297]. En 

résumé, les pièces de gels ont été successivement lavées dans 300 µL des solutions suivantes : 

eau Milli-Q®, acétonitrile (ACN 100%), 100 mM NH4HCO3 pH 8, ACN/NH4HCO3 (1:1  v/v). 

Chaque étape a duré 15 minutes, à l’issues desquels les solutions ont été retirées et jetées. Un 

passage final dans de l’ACN 100% pendant 5 min a permis de déshydrater complètement les 

bouts de gel avant l’étape suivante de réduction/alkylation des ponts disulfures. Afin de 

favoriser l'action digestive de la trypsine. Pour obtenir une réduction douce des ponts disulfures, 

100 µL de dithiothréitol (DTT) à une concentration de 10 mM dans 100 mM d’NH4HCO3 pH 

8, les protéines ont été mise pendant 1h à 56°C. Cette étape est suivie pendant 45 minutes d’une 

alkylation de ces mêmes ponts disulfures afin d’éviter leurs reformations. A cet effet, 100 µL 

de 50 mM d’iodoacétamide (IAA) dans 100 mM NH4HCO3 pH 8 ont été utilisés pendant 45 

minutes à température ambiantes. Cette dernière étape est réalisée à l’obscurité en recouvrant 

les tubes d’une feuille d’aluminium car l’IAA est photosensibles. L’excès de DTT et IAA a été 

retiré et les bouts de gel ont été de nouveau lavés successivement avec 300 µL de 100 mM 

NH4HCO3 pH 8 et d’ACN/NH4HCO3 (1:1, v/v) pour une durée de 15 min à chaque fois. Un 

traitement à ACN 100% pendant 5 minutes permet une déshydratation des bouts de gel avant 

d’être complètement séchés sous vide grâce au système SpeedVac (Thermo Scientific™ Kits 

Savant™ SPD111 SpeedVac™).     

La trypsine (Promega, Charbonnieres, France) a été utilisée comme enzyme de digestion à une 

concentration de 12.5 µg/ mL dans 20 mM NH4HCO3 pH 8. Afin d’éviter l’apparition des pics 

correspondant à l’autolyse de la trypsine lors de l’étape d’analyse en spectrométrie de masse, 

une étape passive a été menée pendant 20 minutes sur glace. Un volume nécessaire en enzyme 

(≈ 50 µL) a été ajouté pour recouvrir les bouts de gels. Ceci permet à la trypsine de pénétrer 

dans le gel (visuellement les petits morceaux de gel se gonflent) sans pour autant être active car 

à 0°C la trypsine n’agit pas. A l’issu de cette étape, les tubes ont été transférés dans une étuve 
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à 37°C, température à laquelle l’activité catalytique de l’enzyme est au maximum. La digestion 

a été conduite toute la nuit (≈ 15h).  

Le jour d’après, l’action de la trypsine a été bloquée en acidifiant le milieu avec 50 µL d’ACN 

en agitation continue pendant 20 min. A cette étape 80 % des peptides de digestion sont 

récupérés. 

Les deux prochaines étapes d’extraction ont été répétées deux fois à raison de 15 minutes à 

chaque fois. D’abord, en ajoutant 50 µL d’une solution de 5% acide trifluoroacétique (TFA) 

dans 20 mM NH4HCO3 pH 8. Ensuite, 100 µL d’ACN 100%. Les tubes ont été maintenus sous 

agitation à température ambiante.  

Après chaque traitement, le contenu du tube a été récupéré, transvasé et cumulé dans un 

nouveau tube de 0,65 mL à faible rétention (Eppendorf, low binding). Le contenu de ce dernier 

a été complètement séché sous vide avant d’être repris dans 20 µL d’une solution d’acide 

trifluoroacétique 0,1%.  

Une étape finale de dessalage avant passage en spectrométrie de masse a été réalisée en utilisant 

les cônes C18 ZipTips (Millipore, Saint-Quentin-en-Yvelines, France). Les ZipTips ont d’abord 

été lavés avec 100 % d’ACN afin d’éluer tous les résidus de fabrication et équilibrés avec une 

solution de 0.1% d’acide formique (AF). Les peptides ont été adsorbés par pipetage (≈ 20 

passages). Le principe repose sur la chromatographie de phase inverse. Un passage de nouveau 

dans une solution 0.1 % d’AF permet d’éliminer les peptides non retenus et d’éliminer les 

impuretés résiduelles. Enfin, les peptides ont été élués dans un nouveau tube en utilisant une 

solution ACN : AF 0.1% (80:20 v/v) et séchés complètement sous vide avant d'être repris dans 

20 µL ACN : AF 0.1% (2:98 v/v) et analysés en chromatographie liquide couplée à la 

spectrométrie de masse. Toutes les expériences ont été faites en suivant trois réplicas 

biologiques. 

1.6.3 Analyse en spectrométrie de masse  

Pour l'analyse par spectrométrie de masse, les échantillons ont été séparés par chromatographie 

en phase inverse en utilisant le système Thermo Scientific Proxeon Easy-nLC1000 équipé d'une 

colonne Proxeon (75 μm ID x 2 cm, 3 µm Thermo Scientific) et d’une colonne à embout C18 

(Acclamez PepMap, 75 µm ID x 15 cm, Thermo Scientific). Les peptides digérés ont été séparés 

en utilisant un gradient d’1h en concentration croissante d'ACN dans 0,1% d'AF (2 à 30%), le 

débit appliqué a été de 300 nL/min. Afin de permettre la nébulisation de l’électrolyte, une 

tension de 1,7 kV a été appliquée par la jonction liquide afin de permettre son 

électronébulisation, à cet effet la source ESI-nanospray (Electrospray Ionization) a été utilisée. 
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Un spectromètre de masse à haute résolution Q-ExactiveTM Thermo ScientificTM a été couplé 

au système de chromatographie pour analyser les ions générés dans un mode data dépendant. 

Ceci signifie que seuls les 10 ions les plus intenses (Top 10) ont été sélectionnés pour être 

fragmentés et analysés en tandem Mass Spectrometry (MS/MS). Les analyses MS ont été 

effectuées en mode positif à un pouvoir de résolution de 70000 FWHM (avec un m/z 400). Un 

gain automatique de 3e6 a été choisi. L'état de charge par défaut a été fixé à 2 et le temps 

d'injection maximal à 120 ms. Une fenêtre m/z entre 300 et 1600 a été choisie pour un scan 

complet en MS. Concernant, la MS/MS cette fenêtre allait de m/z 200 à m/z 2000. 1 microscan 

a été acquis à 17 500 FWHM avec une AGC à 5e4 et une fenêtre d’isolement à m/z 4.0 a été 

utilisée comme paramètres d’acquisition.  

1.6.4 Analyse Bioinformatique  

Toutes les données générées en spectrométrie de masse ont été traitées avec le logiciel 

MaxQuant [298] (version 1.5.1.2) en utilisant le moteur de recherche Andromeda [299]. Les 

protéines ont été identifiées en confrontant les données de spectrométrie de masse par rapport 

à la base de données H. medicinalis décrite ci-dessus. 

Afin d’ajouter de la pertinence aux résultats, plusieurs paramètres ont été appliqués, notamment 

éliminer des listes d’identification les 262 contaminants couramment détectés et renseignés 

dans la base de données du logiciel. La trypsine a été renseignée comme étant l’enzyme utilisée 

pour la digestion avec un seuil de deux clivages manqués. L'acétylation N-terminale et 

l'oxydation de la méthionine ont été sélectionnées comme modifications variables. La 

carbarmidométhylation des cystéines a été définie comme une modification fixe. Pour les 

spectres MS, une précision de masse initiale de 6 ppm a été sélectionnée et la tolérance MS/MS 

a été fixée à 20 ppm pour les données générées suite à une dissociation ayant nécessité une 

collision à haute énergie. Le taux de faux positifs aussi bien à l’échelle des spectres peptidiques 

que des protéines a été fixé à 1%. Un minimum de deux peptides, dont un unique, a été défini 

comme nécessaire pour identifier une protéine. Les quantifications sans marquage (label free 

quantification) ont été réalisées en conservant les paramètres par défaut de MaxQuant. Afin de 

générer les diagrammes de Venn, les protéines identifiées ont été traitées par le logiciel Perseus 

[300] (version 1.6.0.7). Trois filtres ont été appliqués (contaminant potentiel, inverse et 

seulement identifiée par site) sur la matrice protéique entière. Ensuite, des groupes 

d'échantillons ont été définis.  
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Pour étudier l’ontologie génétique (GO term) des protéines identifiées, les listes de protéines 

obtenues ont été analysées en utilisant le logiciel de protéomique DAVID. Les paramètres par 

défaut fournis par le logiciel ont été appliqués. 

L’analyse des  protéines identifiées dans les fractions ODG-positives (F4, F5, F6) avec le 

logiciel Funrich [301] a permis d’en savoir plus sur l’interactome de ces vésicules. Le logiciel 

supprime dans un premier temps les doublons et convertit toutes les identifications protéiques 

en noms de gènes. La liste est ensuite analysée par le logiciel qui, pour des soucis de lisibilité 

du réseau, ne retient que ceux qui présentent l’interaction la plus pertinente. A l’issue de 

l’analyse, un réseau d’interactions est généré ainsi qu’un tableau récapitulatif des voies de 

signalisation dans lesquelles les gènes ont été classés. Des informations sur la p value qui a 

permis la classification et le nombre de gènes impliqués pour chaque voie est également 

renseigné.  

1.7 Détection des signatures vésiculaires en immunomarquage 

Afin de confirmer la présence de vésicules chez la sangsue par des techniques ciblées, nous 

avons utilisé l’immunomarquage aussi bien en immunohistochimie sur chaine complète qu’en 

western blot sur des vésicules isolées. L’ensemble des anticorps utilisés est résumé dans le 

tableau 3.  

1.7.1 Western Blot 

Le culot-UC ainsi que l’ensemble des fractions OptiprepTM ont été analysés par western blot 

pour la présence des mêmes marqueurs vésiculaires précédemment cités (ALIX et Hsp70) en 

plus du CD9, flotilline-1 et Tsg101.  

1.7.1.1 L’électrophorèse en gel SDS-PAGE                                                                                                                                                                                                                             

Les protéines extraites au SDS 4% ont été reprises dans le Laemmli comme décrit ci-dessus. 

Le gel de concentration a été fait à 4% d’acrylamide et celui de séparation à 12%. Deux 

catalyseurs ont été utilisés : l’ammonium persulfate (APS) pour initier la réaction de 

polymérisation et le tétraméthyléthylènediamine (TEMED) pour accélérer cette réaction. La 

migration a été effectuée à 70V pendant 15 min puis 120V pendant 1h à 1h30. Le front de 

migration ainsi que le marqueur de poids moléculaires (Thermo Scientific™ Échelle de 

protéines précolorée PageRuler™ Plus 10-250kDa) ont permis de suivre la séparation des 

protéines.  
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1.7.1.2 Transfert et révélation  

A l’issue de la migration, les protéines ont été transférées vers une membrane de nitrocellulose 

(Nitrocellulose transfert membrane protran BA 83 ; Schleicher & Schuell Bioscience, Dassel, 

Allemagne) en appliquant un courant électrique (Transfert semi-sec, Bio-Rad) du gel en milieu 

semi-liquide avec du tampon composé de 25 mM Tris, 192 mM glycine et 20% de méthanol. 

La réaction avec le méthanol étant exothermique, le tampon est préparé fraichement mais 

refroidi une demi-heure à 4°C avant d’être utilisé. Le transfert a été effectué à 20 V pendant 25 

minutes.  

Les membranes ont été saturées pendant 1h à température ambiante, dans une solution à 0,1 M 

PBS, 0,01% Tween 20 et 5% de lait en poudre avant d’être incubées toute la nuit à 4°C sous 

agitation en présence des anticorps primaires. L’ensemble des anticorps ont été dilués dans le 

tampon de saturation (voir ci-dessus) pour arriver à un volume total de 5 mL. A l’issue de 

l’incubation, les membranes ont été rincées trois fois pendant 15 minutes dans le tampon de 

saturation puis incubées 1h à température ambiante dans un tampon composé de 0,1 M PBS, 

0,01% de Tween 20 (PBS-T) en présence de l’anticorps secondaire couplé à la Horseradish 

Peroxydase (HRP, Jackson Immunoresearch Laboratories, UK). Deux rinçages de 15 minutes 

au PBS-T ont été opérés, suivis par un lavage de 15 minutes avec du PBS. La détection des 

protéines immunomarquées a été observée par le kit de détection ECL (Enhance 

Chemioluminescent kit, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Le signal luminescent 

a été révélé en utilisant le système ImageQuant LAS-4000 mini system (Fujifilm, Tokyo, 

Japan).  

1.7.2 Immunohistochimie des chaines nerveuses de sangsue  

Afin de vérifier la présence de vésicules extracellulaires ex vivo dans le SNC de la sangsue, des 

expériences d’immunohistochimie ont été réalisées avec des anticorps dirigés contre des 

marqueurs vésiculaires dont ALIX, Hsp-70 et flotilline-1. Les cellules microgliales ont été 

mises en évidence par l’utilisation du marqueur microglial Iba-1 et les noyaux ont été marqués 

au Hoechst comme décrit précédemment.  

Les chaines nerveuses de sangsue ont été disséquées à partir d'animaux anesthésiés dans 10% 

éthanol pendant 10 min à température ambiante. Des morceaux de 4 ganglions ont été prélevés, 

lésés par écrasement avec une pince fine entre le 3ème et 4ème ganglion afin de favoriser le 

recrutement des cellules microgliales au site de lésion et cultivés dans un milieu L-15 complet 

pendant 6h à 18°C. Ensuite, le milieu a été remplacé par une solution de PAF 4% pour une 

fixation à 4°C pendant 1h. Trois rinçages au PBS ont été effectués avant de laisser les chaines 
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perméabiliser pendant 24h à 4°C dans un tampon contenant PBS-glycine 0,1 M et 1% de triton 

X-100. Afin de limiter les fixations aspécifiques, a été réalisée une étape de saturation à 4°C 

pendant 5h avec un tampon composé de PBS-glycine 0,1 M, 1%, Triton X100, 3% sérum d’âne 

(donkey serum), 1% sérum albumine (BSA) et 1% ovalbumine.  

Les morceaux de CN ont été par la suite incubés à 4°C toute une nuit, avec les anticorps 

primaires repris dans du tampon de saturation. Après trois rinçages au tampon de 

perméabilisation, les échantillons ont été incubées 1h30 à température ambiante avec les 

anticorps secondaires adéquats. Les noyaux cellulaires ont été mis en évidence par une 

coloration au Hoechst 33342 pendant 20 minutes, à 4°C. Les CN sont montées entre lame et 

lamelle avec une goutte de milieu de montage (Fluorescence Mounting Medium, 

#S3023Dakos) spécialement conçu pour protéger la fluorescence et limiter la sensibilité aux 

photons. L’observation des échantillons a été faite en microscopie confocale avec un 

microscope Zeiss LSM 700. 

Tableau 3 : Anticorps utilisés pour la détection des vésicules  

Anticorps 

primaire 

Espèces Fournisseur

s 

Références  Concentration 

ou Dilution  

Usage  Taille 

Anti-ALIX Souris 

polyclonal 

Abcam ab88743 1 µg/ mL 

10 µg/ mL 

WB  

IHC 

97 kDa 

Anti- Hsp70 Souris 

monoclonal 

Abcam ab2787 1/1000 

1/100 

WB  70 kDa 

Anti-flotilline Lapin 

monoclonal 

Abcam ab78178 1/2000 WB  48 kDa 

Anti-CD9 Lapin  

ployclonal 

Sigma 

Aldrich 

C9993 1/500 WB  25kDa 

Anti-Tsg 101 Lapin 

monoclonal 

Abcam ab125011 1/1000 

1/10000 

WB  

 

45 kDa 

Anti- HmIba1 Lapin 

monoclonal 

Proteogenix Spécifiquement 

synthétisé Hm 

1/5000 IHC 

 

 

Anticorps  

secondaires  

 

Les anticorps anti-lapin IgG (H+L) (Jackson Immunoresearch, united kingdom; 1/20000) et 

anti-souris IgG (H+L) (Jackson Immunoresearch; 1/20000) conjugués à la peroxydase ont 

été utilisés comme anticorps secondaires pour les expériences de western blot et les 

anticorps d’âne anti-souris ou anti-lapin couplés à l’Alexa 488 (1/2000, Invitrogen, 

Carlsbad, CA, USA) pour les expériences d’immunohistochimie 
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1.8 Tests fonctionnels 

1.8.1 Culture primaire de neurones de sangsue  

Les vésicules extracellulaires microgliales ont été utilisées pour induire in vitro la croissance 

neuritique sur les neurones de sangsue en culture primaire. Grâce à l’utilisation de la station de 

microscopie Nikon Eclipse Ti2, il a été possible de prendre en photo l’ensemble du puits labtech 

à l’objectif x10 et d’en générer une image mosaïque. Il était impératif de procéder ainsi, car la 

croissance neuronale est très variable d’un neurone à un autre chez la sangsue. De plus, dans 

cette culture primaire il a été difficile d’avoir un phénotype homogène et un effet dose/réponse 

comparable aussi bien dans une même condition qu’entres les différents traitements. Afin de 

rester comparatif sans induire de biais expérimentaux, il était important que tous les neurones 

présentant une adhérence au support et un début de croissance à J6 soient inclus dans l’étude, 

retrouvés et pris en photo aux trois points de la cinétique (6, 13 et 20 jours de culture) grâce à 

leur coordonnées dans la mosaïque.  

Le plugin Neurite Tracer dans ImageJ a été utilisé pour mesurer la longueur des neurites. Dans 

ce logiciel, la fonction « Analyze »  permet de definir l’échelle en fonction du microscope utilisé 

et du grossissement au moment de la prise de vue. Dans la présente étude chaque 1,538 pixel 

ont été convertis en 1 µm. En traçant manuellement chaque neurite, le logiciel converti en temps 

réel les pixel en longueur. A la fin de l’analyse un tableau récapitulatif de toutes les mesures est 

généré et sauvegardé sous forme de fichier Excel. 

L’ensemble des mesures générées dans le logiciel Neurite tracer ImageJ a été analysé à l’aide 

du logiciel GraphPad qui permet, grâce à un test statistique «two way anova», de comparer 

aussi bien les différentes conditions expérimentales listées ci-dessous que les résultats obtenus 

pour les trois points cinétiques à 6, 13 et 20 jours. 

- Contrôle négatif : milieu dépleté en VEs; 

- Vésicules extracellulaires : à raison de 106 vésicules/puits   

1.8.2 Lignées cellulaires mammifères  

Dans une approche translationnelle, nous avons voulu déterminer l’effet des VEs de sangsue 

sur des lignées cellulaires de mammifères. Pour cela nous avons comparé la longueur des 

neurites entre des conditions où des VEs ont été ajoutées à une condition contrôle sans ajout de 

VEs. 

En absence du compteur de nanoparticule nanosight NS300 au moment des expérimentations 

sur les PC-12, les vésicules ajoutées pour induire un effet sur la croissance neuritique n’ont pas 

pu être quantifiées. C’est pour cela que des volumes de VEs contenues dans le culot-UC 
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resuspendu dans 200 µL de PBS ont été comparés pour leur effet in vitro sur les cellules PC-

12. Deux volumes ont été testés : 10 et 30 µL de vésicules par puits. Dans le puits control 10 et 

30 µL du véhicule (PBS) ont été ajoutés.   

Le milieu de différenciation ainsi que le traitement vésiculaire ont été renouvelés au bout de 

48h.  La culture a été arrêtée au bout de 72h et les cellules ont été fixées au paraformaldéhyde 

(PAF 4%) (Scharlau, France). Trois rinçages de 10 min au PBS ont été effectués avant de 

marquer les cellules à la phalloïdine (2,5 µg/ mL, Santa Cruz Biotechnology) pendant 30 min à 

4°C. Trois rinçages de 10 min au PBS ont été effectués avant que les noyaux cellulaires ne 

soient marqués au Hoechst 33342 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) avec une concentration de 

1 µg/ mL pendant 20 min à 4°C. 

La longueur des neurites a été mesurée automatiquement par le logiciel NeuriteTracer dans 

ImagJ. Le logiciel met toutes les images au même niveau de gris, par la suite les corps cellulaires 

sont écartés de la mesure et un traçage des neurites est généré et exprimé en valeurs chiffrées 

(figure 25). Ces valeurs nous ont permis de représenter l’effet des vésicules extracellulaires sur 

les PC-12 en forme d’histogramme.  

 

Figure 25 : Mesure de l’effet des vésicules (culot-UC) sur l’induction de la croissance neuritique dans 
la lignée cellulaire PC-12.  A. Photos de microscopie à fluorescence des cellules PC-12 marquées à la 
phalloïdine. B. traitement des images dans le logiciel NeuriteTracer ImagJ de manière à les avoir au 
même niveau de gris. C.  Elimination du signal des corps cellulaires et production des traçages 
correspondants aux neurites. La barre d’échelle correspond à 20 µm.  
 

Sur la lignée SH-SY5Y, les vésicules isolées par gradient de densité en OptiprepTM ont été 

préalablement quantifiées et ajoutées à des taux de 104 à 109 particules par puits afin d’évaluer 

les effets dose/réponse et de déterminer la concentration optimale pour induire un effet sur la 

croissance neuritique. Les conditions de changement de milieu et de culture étaient similaires à 

celles utilisées pour la lignée PC-12 tout comme l’arrêt de la culture et le marquage cellulaire. 

Par contre, pour les besoins d’acquisition en microscopie à fluorescence, le fond en plastique 

des boites 24 puits n’était pas adapté, c’est pour cela que les mêmes conditions expérimentales 

ont été appliquées mais sur un fond en verre avec l’utilisation des FluoroDish (World Precision 

Instrument, Satasota Chine).  



Résultats 
 

96 
 

RESULTATS  

L’objectif de la thèse est axé sur plusieurs aspects autour des vésicules extracellulaires (VEs) 

et de leur potentielle implication dans le dialogue entre les cellules microgliales et les neurones. 

A cet effet, le modèle d’étude choisi est la sangsue médicinale (Hirudo medicinalis). Elle 

présente des capacités de régénération de sa chaine nerveuse (CN), révélées par des études aussi 

bien in vivo qu’ex vivo. Des cultures organotypiques de la CN peuvent être réalisées. Après 

dissociation de la CN, les neurones et les cellules microgliales peuvent êtres mis en culture dans 

des conditions peu contraignantes. Comme tout modèle, la sangsue présente également 

quelques désavantages. Par exemple, la caractérisation complète du génome n’a pas encore été 

menée. Il manque donc des données protéiques et génétiques, conséquences directes des bases 

de données qui peinent à s’enrichir du fait d’un nombre de groupes travaillant sur la sangsue 

trop faible. Entreprendre un projet de recherche signifie une construction et une optimisation 

des outils à utiliser, leurs validations et ensuite la valorisation des résultats obtenus.  

La microglie est isolée à partir de la CN de sangsue : après la dissociation mécanique du tissu 

nerveux, les neurones et la microglie sont séparés par filtration, remis en suspension dans du 

milieu L15 complet et mis en culture (Figure 24a). Dans cette étude, les cellules microgliales 

représentent la source de vésicules extracellulaires et les neurones les cellules réceptrices de 

ces VEs.  

Les milieux conditionnés issus des cultures primaires de cellules microgliales sont fractionnés 

par centrifugations et ultracentrifugations différentielles (figure 24b). Le culot obtenu après 

l’étape d’ultracentrifugation, désormais nommé culot-UC, est analysé soit directement pour son 

contenu protéomique, soit chargé sur un gradient de densité Optiprep ™ discontinu (5%, 10%, 

20% et 40%) (figure 24b). Huit échantillons sont recueillis à partir du haut du gradient et sont 

nommées fractions-ODG, numérotées dans l’ordre de récupération F1 à F8 (figure 24c).  

Dans les échantillons UC et ODG, le nombre de particules est évalué à l'aide de la technologie 

NTA (Nanoparticles Tracking Analysis). La morphologie des VEs est vérifiée par microscopie 

électronique à transmission (MET). Le contenu protéomique des VEs est étudié par 

chromatographie en phase liquide couplée à la spectrométrie de masse en tandem (LC-MS/MS). 

Enfin, l’effet des VEs sur les neurones de sangsue et des lignées neuronales mammifères est 

suivi in vitro en comparant la longueur des neurites par rapport à une condition contrôle en 

absence de VEs microgliales.  
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Dans les premières expériences réalisées, les cellules microgliales sont stimulées ou non par de 

l’ATP. Par la suite seule la condition sans stimulation exogène a été retenue.    

1.1 La filtration permet de séparer les cellules microgliales des 

neurones   

Les chaines nerveuses ont été disséquées et les cellules dissociées dans un milieu L15 complet 

en présence de SVF déplété en exosomes. La microglie et les neurones sont séparés sur la base 

de leurs tailles respectives. Les cellules microgliales ont une taille ≤ 5 µm alors que celles des 

neurones varie entre 6 et 70 µm. La figure 26 (panel de gauche) représente une image de 

microscopie confocale d’une co-culture neurones-cellules microgliales avec le Hoechst comme 

marqueur nucléaire et Iba1 comme marqueur des cellules microgliales. Le résultat témoigne de 

cette différence de taille. Le noyau de la cellule microgliale se situe autour de 3µm alors que le 

noyau neuronal (flèche jaune) autour de 15 µm. Une coloration au Hoechst a permis de valider 

la qualité de l’isolement, en effet la photo de droite de la figure 26 montre un marquage blanc 

ponctiforme correspondant aux noyaux de cellules microgliales en culture primaire, observées 

à l’objectif 20X en microscopie photonique. On y voit des noyaux dont la taille est homogène, 

les résultats suggèrent fortement que le diamètre des pores des filtres sont assez résolutifs pour 

permettre une purification microgliale optimale sans contamination neuronale.  

    

Figure 26 : Coloration au Hoechst des noyaux cellulaires. Gauche. Observation en microscopie 
confocale (x40) d’une co-culture neurones- cellules microgliales montrant la différence de taille entre 
neurone (flèche jaune) et cellules microgliales immuno-détéctées avec un anticorps anti Iba-1 (vert). 
Marquage des noyaux au Hoechst (bleu) et Droite. Les cellules microgliales dont le noyau est marqué 
au Hoechst (blanc) apparaissent sous forme de points. Observation au microscope optique (x20).  
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1.2 Activation ATP dépendante  

1.2.1 L’ATP n’induit pas de changements dans la taille mais dans la quantité des VEs 

secretées par les cellules microgliales 

L’ATP est considérée comme un activateur général de microglie. Sa libération par les cellules 

nerveuses chez la sangsue est régulée via le canal innexine/pannexine [24]. C’est dans ce 

contexte que l’ATP a été utilisé pour mimer le message envoyé par les neurones lesés. Les 

cellules microgliales en culture ont été activées par des concentrations croissantes en ATP 

pendant 1h. Les VEs ont été purifiées du milieu de culture à l’issue de la stimulation par 

ultracentrifugation. La quantification et l’estimation de leur taille ont pu être menées par la 

technologie NTA. Les culots-UC ont été repris dans du PBS et dilués afin d’être analysés. Les 

résultats obtenus sont rapportés à la concentration initiale et représentés dans la figure 27. Le 

graphique « A » représente les variations de la taille moyenne des VEs en fonction de la 

concentration croissante utilisée en ATP. Il semblerait que l’ATP n’induit pas de différences 

accrues en termes de taille moyenne des particules. En effet, l’intervalle de taille se situe entre 

80 et 100 nm, ce qui correspond aux tailles de vésicules isolées à 100000 g. S’il n’agit pas sur 

leur taille, l’ATP induit des changements dans la quantité de vésicules secrétées avec un pic de 

525 x 108 particules/mL secrétées avec 1 mM d’ATP utilisé (figure 27.B). Les valeurs les plus 

basses correspondent à 60.5 x 108 particules/mL et 179 x 108 particules/mL avec respectivement 

des doses de 0.1 mM et 2 mM d’ATP utilisées. 

 

Figure 27 : Impact de l’activation ATP dépendante. Les résultats ont été obtenus par des mesures au 
Nanosight NS300 suivant la technologie NTA (Nanoparticles Tracking Analysis). A. Variation de la taille 
moyenne des VEs en fonction de la concentration utilisée en ATP. B. Variation du nombre de particules 
(x 108) en fonction de la concentration en ATP utilisée.   
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1.2.2 Effet sur le contenu protéique des vésicules extracellulaires issues de cellules 

microgliales activées à l’ATP  

Suite aux résultats NTA, les vésicules issues des cellules microgliales activées par 1 mM d’ATP 

et celles issues de cellules n’ayant pas été activées ont été analysées par chromatographie 

liquide couplée à un spectromètre de masse à haute résolution afin de montrer l’impact d’une 

telle activation sur le cargo protéique. Faute d’avoir une banque de donnée annotée, l’ensemble 

des données protéomiques a été assignée manuellement et comparé dans les logiciels de 

protéomique dédiés, notamment le logiciel Perseus qui permet une quantification en label free. 

L’analyse n’a pas donné un résultat significativement quantifiable entre les deux conditions et 

la carte des protéines surexprimées et sousexprimées dans chaque condition n’a pas pu être 

générée.  

1.3 Analyse des vésicules extracellulaires activées uniquement sous l’effet 

de la dissection (lésion)  

La stimulation des cellules microgliales avec l’ATP nécessitant de nombreuses mises au point 

expérimentales comme le choix de durée de la stimulation ou de la concentration correcte et 

physiologiquement adaptée. Le grand nombre d'animaux nécessaires à la réalisation des 

expériences et la durée des analyses par spectrométrie de masse, nous ont conduit à ne pas 

poursuivre cette approche. Pour rester dans le cœur du sujet de thèse à savoir l’effet des 

vésicules extracellulaires d’origine microgliales et leur effet dans un contexte de réparation post 

lésion, nous nous sommes concentrés sur des VEs isolées à partir de cellules microgliales post 

dissection et sans stimulation exogène supplémentaire par l'ATP. Nous avons comparé deux 

techniques d’isolement, l’une suivant une ultracentrifugation différentielle et l’autre avec une 

étape de centrifugation supplementaire en gradient de densité OptiprepTM.  Toutes les 

expériences ont été réalisées en triplicatas.  En effet, pour chaque réplica biologique, 20 chaines 

nerveuses de sangsue ont été disséquées.  Les cellules ont été filtrées et mise en culture comme 

décrit précédemment. Les VEs issues du culot-UC ou ODG ont été analysées au Nanosight 

NS300 avec la technologie NTA pour les dénombrer. Leur morphologie a été contrôlée en 

microscopie électronique à transmission (MET). Leur contenu protéique a été analysé en 

spectrométrie de masse (LC-MS/MS). 
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1.3.1 Une étape supplémentaire en gradient induit une diminution du rendement en 

nombre de particules quantifiées 

Le PBS a été utilisé comme contrôle pour les échantillons UC. Pour les échantillons ODG, les 

contrôles ont été réalisés en déposant du PBS, au lieu du culot VEs, au bas du gradient 

discontinu d’OptiprepTM. Les résultats ont montré 7,21 x 1010 ± 2,44 x 1010 particules / mL dans 

les échantillons UC (figure 28A), les contrôles PBS ont révélé une quantité négligeable de 

particules (0,05 x 108 particules / mL). 

Dans les fractions ODG (figure 28B), une quantité importante de particules (11,2 x 108 ± 10,65 

x 108 particules / mL) a été observée dans F1. Des quantités inférieures, 3,56 x 108 ± 2,97 x 108 

particules / mL et 5,56 x 108 ± 3,23 x 108 particules / mL, ont été détectées dans les fractions 

F2 et F3, respectivement. La quantité de particules a augmenté dans les fractions F4 et F5 avec 

respectivement 7,16 108 ± 1,38x108 et 10,96x108 ± 4,96x108 particules / mL. La quantité la plus 

élevée ayant été observée dans F6 (19x108 ± 8,9x108 particules / mL). Enfin, un niveau 

comparable à F4 et F5 a été détecté dans F7 (8,86x108 ± 4,7x108 particules / mL) et dans F8 

(7,63x108 ± 1,6x108 particules / mL). La quantité de particules détectées dans les échantillons 

UC était supérieure à celle mesurée pour les fractions ODG isolées.  

Dans toutes les fractions de contrôle ODG, le nombre de particules est resté très faible par 

rapport aux échantillons correspondants. Ensemble, ces données confirment que les particules 

détectées par NTA ne proviennent pas des solutions utilisées lors du processus d’isolement 

(PBS et Optiprep ™) mais bel et bien du milieu conditionné. 

                    

Figure 28 : Analyse des particules avec la technologie NTA (Nanoparticle Tracking Analysis) sur les 
vésicules extracellulaires microgliales. (A) Les particules des échantillons UC ont été quantifiées. Le 
PBS a été utilisé comme contrôle négatif. (B) Le comptage des particules dans toutes les fractions ODG 
(F1 à F8) a été comparé à des fractions de gradient OptiprepTM sans vésicules et traitées de la même 

manière (contrôle). Les barres d'erreur indiquent l'écart type relatif aux trois expériences. 
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1.3.2 Les cellules microgliales de sangsue secrètent des VEs morphologiquement 

similaires à celles de mammifères 

Pour s’assurer que les particules quantifiées par NTA sont bien des vésicules extracellulaires et 

afin d’évaluer la morphologie des VEs microgliales de sangsue, des analyses par microscopie 

électronique à transmission (MET) ont été effectuées. Sur des vésicules isolées avec les deux 

méthodes, UC et ODG, une coloration négative a été effectuée (figure 29). Les VEs isolées par 

gradient UC ou Optiprep ™ ont des diamètres très hétérogènes, allant de 50 nm à 200 nm, 

certaines atteignant 500 nm. Dans les fractions ODG la présence de vésicules extracellulaires a 

principalement été détectée dans les fractions F4, F5 et F6. Il est intéressant de noter que les 

images de MET mettent en évidence des VEs de densités aux électrons différentes dans les 

échantillons ODG. Certaines vésicules extracellulaires semblent plus denses par rapport à 

d’autres (flèche). Morphologiquement, les vésicules extracellulaires restent essentiellement 

sphériques dans les fractions ODG et apparaissent aplaties dans les échantillons dans le culot-

UC. Dans ces derniers échantillons, il a été détectée la présence de petites structures sphériques 

à l'arrière-plan (têtes de flèche). Dans les deux protocoles, les vésicules extracellulaires 

apparaissaient parfois sous forme d'agrégats, ce qui rend difficile l'appréciation de la 

morphologie, de la taille et le dénombrement de ces structures (figure 29). 

 

Figure 29 : Microscopie électronique à transmission des vésicules extracellulaires. (a) Morphologie 
des VEs isolées par gradient de densité Optiprep ™ (ODG fraction positive F4, F5, F6). Certaines 
vésicules sont plus denses aux électrons (flèche). (b) Les VEs purifiées par ultracentrifugation (culot-
UC) semblent aplaties. A l’arrière-plan on remarque la présence de structures globulaires qui 
ressemblent structurellement à des lipoprotéines (têtes de flèche). (c) Des agrégats de vésicules 
extracellulaires ont été observés indépendamment des protocoles d’isolement utilisés. 

  

(a) (b) (c)
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1.3.3 Caractérisation protéique par spectrométrie de masse  

Les premières études de protéomiques menées sur les vésicules extracellulaires ont soulevé 

plusieurs questions dont l’assignation manuelle des résultats. En effet, le fait que cette étape ne 

soit pas automatisée a rendu l'analyse extrêmement chronophage ( 15 jours/fichier). Toutes 

les fractions ODG ont été analysées par spectrométrie de masse. La première étape fut d’annoter 

les bases de données à notre disposition en interne. Par la suite les données issues des deux 

protocoles de purification ont été analysées pour la quantité et la qualité des protéines qui y sont 

contenues. Principalement par l’utilisation du logiciel MaxQuant.  

1.3.3.1 Annotation des banques de données  

En combinant plusieurs outils dont la banque de données Uniprot et le logiciel d’alignement 

Blast. Les 74888 séquences protéiques de la banque Hirudo medicinalis ont pu être annotées 

par homologie avec les banques connues. Cette méthode d’annotation entraîne une 

hétérogénéité d'espèces qui est problématique pour le traitement des résultats dans les logiciels 

de protéomique notamment pour déterminer les voies de signalisation ou les compartiments 

cellulaires dans lesquels sont impliquées les protéines identifiées. Aussi, si l’annotation choisie 

correspond à une autre espèce qu’Homo sapiens, un orthologue humain est systématiquement 

recherché et réattribué à la protéine de départ. Cela a permis une ré annotation finale mono-

espèce. Cette banque est dédiée à une utilisation exclusivement en interne.  

1.3.3.2 L’isolement des VEs avec une ultracentrifugation supplémentaire en gradient  

OptiprepTM permet une amélioration du nombre de protéines identifiées               

Les culots UC ainsi que ceux des fractions ODG isolées ont été chargés sur gel SDS-PAGE.  

Après migration et digestion des protéines par la trypsine, les peptides récupérés ont été 

analysés par chromatographie liquide couplée à un spectromètre de masse. Les résultats de 

l'analyse des données brutes par le logiciel MaxQuant sur des échantillons UC a permis 

d'identifier 354 protéines (tableau 9 en annexe). La même approche réalisée sur les fractions 

ODG a montré une augmentation importante du nombre total de 776 protéines identifiées 

(tableau 1 à 8 en annexe). 242 protéines étant communes aux fractions ODG et les culots-UC 

(figure 30 A).   

Il est intéressant de noter que la majorité des protéines identifiées sont retrouvées dans les 

fractions qu’on appellera fractions ODG-positives et qui sont les fractions F4, F5 et F6 avec 

479, 401 et 530 protéines respectivement. Ces résultats prennent en compte les trois réplicas 

biologiques (figure 30 B). 329 protéines sont communes à ces trois échantillons alors que 38, 
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54 et 16 protéines se chevauchent entre les fractions F4-F5, F4-F6 et F5-F6, respectivement. 

De plus, 58 protéines sont spécifiques de la fraction F4, 18 de la fraction F5 et 131 de la fraction 

F6. Comme on peut s'y attendre, la quantité élevée de protéines dans ces fractions est corrélée 

avec l’accumulation de vésicules à ces densités là du gradient d’iodixanol (1.12-1.22 g/ mL). 

Un nombre total de 513 protéines ont été identifiées dans les fractions qu’on appellera ODG-

fractions négatives et qui sont les fractions F1, F2, F3, F7 et F8. Parmi celles-ci, 49, 65, 102 

protéines ont été identifiées dans F1, F2 et F8, respectivement (figure 30 C). Ces protéines 

correspondent principalement à plusieurs composants cellulaires, notamment du noyau, du 

cytosol et du cytoplasme (membres de la famille des histones, apolipoprotéines, caspases, 

actine, tubuline et membres de la famille de la protéine kinase II dépendante du calcium / 

calmoduline) (tableaux supplémentaires 1, 2 et 8). Un nombre plus élevé de protéines a été 

trouvé dans F3 et F7, avec 117 et 183 protéines identifiées respectivement (tableaux 

supplémentaires 3 et 7). Les résultats ont montré que 89 protéines se chevauchent entre F3, F4, 

F6 et F7 (figure 30 D). De plus, 109 protéines sont communes à F3 et F4 et 174 à F6 et F7. 

Seuls 6 sont exclusives à F3 et 9 à F7. De manière intéressante, 112 protéines sont retrouvées 

en commun exclusivement entre le culot-UC et ODG-fractions négatives (figure 30 A). 

Cependant il n’y a pas de protéines communes retrouvées exclusivement dans les clot-UC et 

les fractions ODG-positives. 
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Figure 30 : Diagrammes de Venn indiquant le nombre de protéines identifiées dans les échantillons 
UC et ODG. (A) Comparaison entre les fractions UC, fractions ODG-positives et fractions ODG-
négatives. (B) Nombre de protéines identifiées dans les fractions ODG-positives F4, F5 et F6. (C) 
Protéines identifiées dans les ODG-fractions négatives F1, F2, F3, F7 et F8. (D) Protéines identifiées a 
la fois dans les fractions F3, F7, et les fractions ODG-positives F4 et F6. 
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1.3.3.3 La purification par ODG sépare efficacement les vésicules extracellulaires des 

contaminants protéiques  

L’analyse quantitative sans marquage (label free quantification) des données générées dans 

MaxQuant pour toutes les fractions ODG, sur les trois réplicas biologiques (R1, R2, R3) a été 

effectuée avec le logiciel Perseus. Le résultat est représenté sous forme de Heat map. Pour 

chaque protéine l’intensité relative est mesurée en fonction du test anova appliqué basé sur une 

p value < 0,05 dans le logiciel. 301 protéines présentent une différence significative. La figure 

31 montre en rouge les protéines surexprimées, en noir celles qui ne varient pas et en vert celles 

qui sont sous-exprimées pour chaque fraction. Pour un souci de lisibilité, au vu du nombre de 

protéines, leurs noms n’ont pas été ajoutés sur chaque branche. La cartographie montre que les 

fractions se regroupent plutôt bien notamment pour R2 (cadran rose) où les fractions F4, F5, F6 

sont sur la même racine de même pour F1, F2, F3, F7 et F8. Pour R1 (cadran bleu) F5 et F6 

sont proches dans le groupement contrairement à F4 qui est très éloigné et pour R3 (cadran 

jaune) c’est F6 et F4 qui se regroupent bien et F5 qui est éloigné dans la branche. Les fractions 

dans les extrémités du gradient F2, F3 et F8 sont regroupées ensemble pour R1 et R3. Ces 

résultats montrent qu’il subsiste une distinction dans le cargo protéique entre les fractions 

positives où sont retrouvées les vésicules et les fractions où elles n’y seraient pas. De manière 

non exhaustive, on retrouve dans les protéines surexprimée (en rouge) dans les fractions ODG 

positive les tétraspanines  1 et 7, les protéines de trafic membranaire à l’exemple des RAS 

GTPase dont RAB 6 et des annexines, des protéines du cytosquelette comme l’actine, la 

gelsoline ou encore la cofiline, des moteurs moléculaire comme la dynéine et des protéines 

impliquées dans la prolifération et l’adhésion cellulaire comme la desmogléine et des protéines 

utilisées comme marqueurs vésiculaire comme HSP70 et la famille des protéines 14-3-3. A 

l’opposé, des protéines sous exprimées (en vert) dans les fractions ODG positives ont des 

signatures majoritairement mitochondriales (cytochrome c, citrate lyase beta-like protéine, 

aldéhyde déshydrogénase).  
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Figure 31 : Cartographie des protéines quantifiées sans marquage et regroupées pour les trois 
réplicas (R1, R2, R3) des fractions ODG, représentée sous forme d’un Heat map. Les cadrans bleu, 
rose et jaune représentent les réplicas R1, R2 et R3 respectivement. En rouge les protéines 
surexprimées, en noir celles qui ne varient pas et en vert celles qui sont sous exprimées pour chaque 
fraction. Les branches du haut représentent le groupe où chaque fraction a été classée. Les branches 
sur le coté représentent les protéines dont l’intensité varie. Pour un souci de lisibilité, vu le nombre de 
protéines, leurs noms n’ont pas été ajoutés pour chaque branche.   
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Des analyses supplémentaires ont été effectuées aussi bien pour le culot-UC que pour les 

fractions ODG-positives (F4, F5 et F6) à l’aide du logiciel DAVID Proteomic. Des 

investigations ont été réalisées sur l'ontologie des gènes (GO term) ainsi que sur la localisation 

cellulaire des protéines identifiées. Les pourcentages de couverture pour chaque terme lié aux 

vésicules extracellulaires (Figure 32) et la p value à laquelle il est détecté sont supérieures dans 

les fractions ODG-positives par rapport au culot-UC (tableaux supplémentaires 10 et 11). Par 

exemple, pour le terme « exosomes extracellulaires », 57,1% des gènes enregistrés sont classés 

comme faisant partie de cette composante pour les échantillons UC, contre 62,4% des gènes 

pour les fractions ODG EVs-positives. De plus, la p value pour ce terme est de 3,8e-53 pour les 

échantillons UC, alors que celle-ci, atteint une valeur de 4,9e-158 pour ODG. D'autre part, les 

signatures associées à des contaminants appartenant aux mitochondries, à l'appareil de Golgi 

(AG) et à la lumière du réticulum endoplasmique (LRE) sont principalement observées dans le 

culot-UC.  

 

Figure 32 : Analyse de la localisation subcellulaire des protéine identifiées dans les vésicules 
extracellulaires. Les protéines identifiées dans les échantillons UC ainsi que les fractions ODG-positives 
(F4, F5, F6) ont été analysées pour leur localisation subcellulaire en fonction du nombre de gènes 
impliqués qui permettent la classification.  
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1.3.3.4 Les vésicules extracellulaires de sangsue ont des signatures similaires à celles 

identifiées chez les mammifères  

Les protéines identifiées dans les vésicules extracellulaires de sangsue sont comparées 

qualitativement dans les fractions ODG et UC aux 100 protéines les plus communément 

décrites dans la banque de données ExoCarta (Top 100) [58]. Parmi les protéines des 

échantillons UC, 29 font parties de cette liste Top 100 (Tableau 4) : cependant, aucune n’est 

exclusive à l’échantillon UC, mais toutes sont détectées dans l’une des fractions ODG positives 

F4, F5 ou F6. En tenant compte de toutes les protéines des fractions ODG, 64 sont identifiées 

dans la liste Top 100, dont 62 sont détectées au moins une fois parmi les protéines des fractions 

F4, F5 ou F6. De plus, 13 sont présentes simultanément dans les fractions F4, F5 et F6 (par 

exemple, la flotilline 1, la filamine A et la protéine 14-3-3 epsilon), 9 sont détectées en même 

temps dans deux de ces fractions (par exemple la protéine 14-3-3 zêta / delta, la moésine et la 

protéine RAB-7a). De manière intéressante, 5 protéines typiques sont trouvées exclusivement 

dans F6 (par exemple, la protéine HSP70, la chaîne de la myosine 9, la tubuline alpha-1C, 

l’ezrin, la protéine 14-3-3 gamma). L’α-2-macroglobuline et la sous-unité epsilon du complexe 

T protéique de la protéine A sont les seules du top 100 uniquement détectées dans les fractions 

F1 et F7, respectivement. Enfin, 9 protéines de la liste top 100 sont identifiées dans toutes les 

fractions ODG (par exemple, l’Actine, la GAPDH, l’HSPA8 et l’Annexine A2). Ces résultats 

suggèrent fortement qu’une étape supplémentaire utilisant une ultracentrifugation ODG 

augmente significativement le rendement en protéines liées aux EVs, présentes principalement 

dans les fractions 4, 5 et 6. 
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Tableau 4. Comparaison entre les protéines ExoCarta et les protéines identifiées dans le culot-UC et 
les fractions ODG.     

Nom de 
gène 

Nom de protéine (en anglais)  
Culot 
UC 

Fractions ODG 

F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 

CD9 CD9  - - - - - - - - - 

PDCD6IP 
Programmed cell death 6-interacting 

protein - - - - - - - - - 

HSPA8 Heat shock cognate 71 kDa protein - + + + + + + + + 

GAPDH 

Glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase + + + + + + + + + 

ACTB Actin, cytoplasmic 1 + + + + + + + + + 

ANXA2 Annexin A2 - + + + + + + + + 

CD63 CD63 antigen - - - - - - - - - 

SDCBP Syntenin-2 - - - - - - - - - 

ENO1 Alpha-enolase + + + + + + + + - 

HSP90AA1 Heat shock protein HSP 90-alpha + + + - + + + + - 

TSG101 Tumor susceptibility gene 101 protein - - - - - - - - - 

PKM Pyruvate kinase PKM + - + + + + + + - 

LDHA 

L-lactate dehydrogenase A chain, 

LDH-A + - - - + + + - - 

EEF1A1 Elongation factor 1-alpha 1 - + + + + + + + + 

YWHAZ 14-3-3 protein zeta/delta  - - - - + - + - - 

PGK1 Phosphoglycerate kinase 1 - - - - + + - - - 

EEF2 Elongation factor 2 - - + + + + + + - 

ALDOA Fructose-bisphosphate aldolase A + - + + + + + + + 

HSP90AB1 Heat shock protein HSP 90-beta + - + + + + + + - 

ANXA5 Annexin A5 + - + + + + + + + 

FASN Fatty acid synthase - - - - - - + - - 

YWHAE 14-3-3 protein epsilon + - - - + + + - - 

CLTC Clathrin heavy chain 1 + - - - + + + + - 

CD81 CD81 antigen - - - - - - - - - 

ALB Serum albumin - - - - - - - - - 

VCP 
Transitional endoplasmic reticulum 

ATPase + - - - + + + - - 

TPI1 Triosephosphate isomerase + - - - + + + + - 

PPIA Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A + - - + + + + - - 

MSN Moesin + - - - + + - - - 

CFL1 Cofilin-1 - - - - - - - - - 

PRDX1 Peroxiredoxin-1 + - + + + + + + + 

PFN1 Profilin-1 - - - - - - - - - 

RAP1B Ras-related protein Rap-1b + - - + + + + + - 

ITGB1 Integrin beta-1 - - - - - - - - - 

HSPA5 Endoplasmic reticulum chaperone BiP + - - - + + + + + 

SLC3A2 
4F2 cell-surface antigen heavy chain, 

4F2hc - - - - - - - - - 

HIST1H4A Histone H4 - + + + + + + + + 

GNB2 Guanine nucleotide-binding protein  - - - - - - - - - 

ATP1A1 
Sodium/potassium-transporting 

ATPase subunit alpha-1 + - + + + + + + + 
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Suite du tableau 4 

YWHAQ 14-3-3 protein theta + - + + + + + + - 

FLOT1 Flotillin-1 + - - - + + + - - 

FLNA Filamin-A + - - - + + + - - 

CLIC1 

Chloride intracellular channel protein 

1 - - - - + - + - - 

CCT2 T-complex protein 1 subunit beta - - - - + + - - - 

CDC42 CDC42 small effector protein 1 + - - - + + + - - 

YWHAG 14-3-3 protein gamma - - - - - - + - - 

A2M Alpha-2-macroglobulin, Alpha-2-M - + - - - - - - - 

TUBA1B Tubulin alpha-1B chain - - - - - - - - - 

RAC1 

Ras-related C3 botulinum toxin 

substrate 1 - - - - + + + - - 

LGALS3BP Galectin-3-binding protein - - - - - - - - - 

HSPA1A Heat shock 70 kDa protein 1A - - - - - - + - - 

GNAI2 

Guanine nucleotide-binding protein 

G(i) subunit alpha-2 - - - - - - - - - 

ANXA1 Annexin A1 - - - + - - + - - 

RHOA Transforming protein RhoA  - - - - + + + - - 

MFGE8 Lactadherin - - - - - - - - - 

PRDX2 Peroxiredoxin-2 + - - - + + + + - 

GDI2 Rab GDP dissociation inhibitor beta - - - + + + + + - 

EHD4 EH domain-containing protein 4 - - - - - - - - - 

ACTN4 Alpha-actinin-4 - - - - + - + - - 

YWHAB 14-3-3 protein beta/alpha - - - - - - + - - 

RAB7A Ras-related protein Rab-7a + - - - + - + - - 

LDHB L-lactate dehydrogenase B chain - - - - - - - - - 

GNAS 

Guanine nucleotide-binding protein 

G(s) subunit alpha isoforms short  - - - - + + - - - 

RAB5C Ras-related protein Rab-5C - - - - - - - - - 

ARF1 

ADP-ribosylation factor GTPase-

activating protein 1 - - - - - - - - - 

ANXA6 Annexin A6 - - - - - - - - - 

ANXA11 Annexin A11 + - - + + + + + - 

ACTG1 Actin, cytoplasmic 2 - + + + + + + + + 

KPNB1 Importin subunit beta-1  - - - - - - - - - 

EZR Ezrin - - - - - - + - - 

ANXA4 Annexin A4 + - - - + + + - - 

ACLY ATP-citrate synthase - - - - + - - - - 

TUBA1C Tubulin alpha-1C chain - - - - - - + - - 

TFRC Transferrin receptor protein 1 - - - - + + + - - 

RAB14 Ras-related protein Rab-14 - - - - - - - - - 

HIST2H4A Histone H4 - + + + + + + + + 

GNB1 

Guanine nucleotide-binding protein 

G(I)/G(S)/G(T) subunit beta-1 - - - - - - - - - 

THBS1 Thrombospondin-1 - - - - - - - - - 

RAN GTP-binding nuclear protein Ran - - - - - - - - - 

RAB5A Ras-related protein Rab-5A - - - - - - - - - 

PTGFRN 

Prostaglandin F2 receptor negative 

regulator - - - - - - - - - 
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Suite du tableau 4 

CCT5 T-complex protein 1 subunit epsilon - - - - - - - + - 

CCT3 T-complex protein 1 subunit gamma - - - - + + + - - 

AHCY Adenosylhomocysteinase + - - - + + + - - 

UBA1 

Ubiquitin-like modifier-activating 

enzyme 1 - - - - + + + - - 

RAB5B Ras-related protein Rab-5B - - - - - - - - - 

RAB1A Ras-related protein Rab-1A  - - - - - - - - - 

LAMP2 
Lysosome-associated membrane 

glycoprotein 2 - - - - - - - - - 

ITGA6 Integrin alpha-6 - - - + + + + - - 

HIST1H4B Histone H4 - + + + + + + + + 

BSG Basigin - - - - - + - - - 

YWHAH 14-3-3 protein eta - - - - - - - - - 

TUBA1A Tubulin alpha-1A chain - - - - - - + + - 

TKT Transketolase - - - - - + + - - 

TCP1 T-complex protein 1  - - - - - - - - - 

STOM 

Erythrocyte band 7 integral membrane 

protein - - - - - - - - - 

SLC16A1 Monocarboxylate transporter 1 - - - - - - - - - 

RAB8A Ras-related protein Rab-8A - - - - - - - - - 

MYH9 Myosin-9 - - - - - - + - - 

MVP Major vault protein + - - - - + + + - 

Total 100 29 
12 19 24 50 48 56 29 14 

64 

Nous avons également, avec la même base de données ExoCarta, comparé les résultats de 

protéines identifiées dans les fractions ODG-positives (F4-F5-F6) avec les 55 protéines 

répertoriées issues de vésicules extracellulaires identifiées dans les cellules microgliales de 

souris. Les résultats du diagramme de Venn (figure 33) montrent que 15 protéines sont 

communes, en revanche 40 et 524 protéines sont exclusives des vésicules microgliales 

ExoCarta et des fractions ODG-positives respectivement. Le détail des listes protéiques est 

résumé dans le tableau 12 en annexe.   

 

Figure 33 : Comparaison entre les protéines des fractions ODG-positives et celles des vésicules 
microgliales ExoCarta.  15 protéines communes entre les deux populations, 40 exclusives aux vésicules 
microgliales ExoCarta et 524 aux fractions ODG-positives retrouvée dans les vésicules microgliale de 
sangsue. 
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1.3.3.5 Les protéines identifiées dans les vésicules extracellulaires isolées par ODG sont 

impliquées dans des voies de signalisation de biogénèse de vésicules et portent une 

signature neuronale 

L’analyse des protéines identifiées dans les fractions ODG-positives (F4, F5, F6) avec le 

logiciel Funrich a permit d’en savoir plus sur l’interactome de ces vésicules (figure 34).  

 

Figure 34 : Vue d'ensemble du réseau d'interactions protéine-protéine des vésicules extracellulaires. 
Les 69 nœuds qui ont les interactions les plus pertinentes sont représentés. En rouge, les nœuds de la 
liste de protéines identifiées et en vert les gènes présents dans la base de données du logiciel qui sont 
susceptibles d’interagir. Les traits bleus représentent les interactions entre les protéines.  
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Les résultats de cette analyse in silico montrent que les protéines identifiées dans les fractions 

ODG-positives sont notamment impliquées dans les voies de signalisation relatives à la 

biogenèse des vésicules et portent également des signatures neuronales. De la même façon, des 

voies de signalisation relatives à la matrice extracellulaire sont retrouvées, notamment passant 

par l’actine comme protéine clé. Les voies les plus pertinentes dans le contexte de l’étude sont 

développées ci-dessous par des recherches dans la base de données réactôme. Le tableau de 

toutes les voies de signalisation potentielles est mis en annexe tableau 13.   

   - Biogenèse des vésicules associées à l’appareil de Golgi (Golgi Associated Vesicle 

Biogenesis). Dans cette voie sont trouvées des protéines sécrétées par la cellule, mais également 

des enzymes et autres protéines résidentes dans la lumière du réticulum endoplasmique, du 

Golgi et du lysosome, ainsi que des protéines transportées dans les vésicules. Les protéines 

synthétisées, empaquetées ou non et triées finissent par atteindre soit les dernières étapes de la 

voie de sécrétion ou soit sont dégradées dans les lysosomes.  

- Réseau du facteur de transcription AP-1 (AP-1 transcription factor network) comme nous 

l’avons vu, AP-1 est adaptateur dans les vésicules portant un revêtement de clathrine. La voie 

de signalisation « réseau du facteur de transcription AP-1 » est un terme collectif désignant un 

groupe de facteurs de transcription qui se lient aux promoteurs de gènes cibles et en régulent 

l’expression. La famille AP-1 est constituée d’hétérodimères et d’homodimères de protéines 

bZIP pour basic region leucine zipper, principalement on retrouve des compositions Jun-Jun, 

Jun-Fos ou Jun-ATF. Les membres de l'AP-1 participent à la régulation d'un certain nombre de 

processus cellulaires, notamment la croissance, la prolifération, la survie, l'apoptose, la 

différenciation et la migration cellulaire. Les protéines présentes dans le cargo protéique 

identifié et qui ont conduit à l’identification de cette voie sont notamment la caténine, connue 

pour être impliquer dans le transport de vésicules synaptiques et dans les phénomènes 

d’adhésion cellulaire, ou encore la protéine NRDG1, impliquée dans les réponses aux stress, à 

la différenciation et la croissance cellulaire.  

- Vésicules dérivées d’un bourgeonnement recouvert de clathrine (Clathrin derived vesicle 

budding). Il existe au moins deux classes de vésicules recouvertes de clathrine dans les cellules, 

l’une étant associée à l’appareil de Golgi, impliquée dans le réseau trans-Golgi, et l’autre au 

niveau de la membrane plasmique. Chaque étape dans la formation de la vésicule contenant le 

cargo rassemble des protéines de clathrine jusqu'à la formation d'une sphère vésiculaire 

complète. Avec la scission de la membrane, la vésicule est libérée et finit par perdre sont 
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revêtement de clathrine lors de son adressage. Dans les protéines identifiées dans le cargo 

vésiculaire de sangsue et liées à cette voie de signalisation sont retrouvées notamment la chaine 

lourde de la clathrine (CLTC) et la protéine de choc thermique HSPA8.  

- Guidage axonal (Axon guidance). Les axones en croissance ont une structure qui leur permet 

une grande mobilité, ils détectent dans l’environnement les signaux de guidage au moyen de 

récepteurs et répondent par des modifications cytosquelettiques qui déterminent la direction de 

leur croissance. Ces signaux extrinsèques ont été divisés en signaux attractifs ou répulsifs qui 

induisent la croissance ou non des axones. Des études génétiques et biochimiques ont conduit 

à l'identification de familles hautement conservées de molécules de guidage et de leurs 

récepteurs guidant les axones. Ceux-ci comprennent les nétrines, les sémaphorines et les 

éphrines. En outre, de nombreuses autres classes de molécules d’adhésion sont également 

utilisées pour le guidage des axones, notamment NCAM (Neural cell adhesion molécule) et 

L1CAM (L1 Cell Adhesion Molécule). La molécule d’adhésion des cellules neuronales, 

NCAM, fait partie de la superfamille des immunoglobulines et participe à divers processus 

cellulaires d’importance pour la formation et le maintien du système nerveux, notamment la 

différenciation neuronale et la plasticité synaptique qui dépendent des cascades de transduction 

du signal. Dans la liste des protéines identifiées, les chaines α et β de la spectrine renvoient à 

cette voie de signalisation.  
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1.3.4 Validation par immunodétection de l’étiquette vésiculaire chez la sangsue 

Parmi les molécules testées, l'analyse des bases de données de la sangsues H. medicinalis a 

permis d'identifier une séquence codante pour une forme de protéine Alix, une molécule 

généralement utilisée comme marqueur vésiculaire chez les mammifères. L’alignement des 

séquences montre qu’HmAlix présente une séquence d'acides aminés identique à 49% et 

homologue à 68% de la séquence humaine (figure 35). Des homologies similaires ont été 

observées avec les séquences Alix d’autres organismes mammifères. Sur la base de cette 

conservation de la structure primaire de la protéine, des anticorps réalisés chez la souris et 

dirigés contre la forme humaine d'Alix ont été utilisés.  

 

Figure 35 : caractérisation moléculaire de la protéine Alix chez la sangsue (HmAlix). (a) HmAlix est 
une protéine de 873 acides aminés (~97 k Da). HmAlix est composée de deux domaines Bro1 
(IPR038499, en gris clair) et Alix V-shaped (IPR025304, gris foncé), comme déjà observé dans d’autres 
organismes. (b) Un alignement entre la séquence HmAlix et la séquence Homo sapiens de la protéine 
Alix montre des homologies fortes (rouge) et certaines plus faibles (bleues) ce qui nous a permis 
d’utiliser un anticorps polyclonal souris anti-Alix forme humaine. 



Résultats 
 

116 
 

 

Des études ex vivo sur des fragments isolés de SNC de sangsue lésé (voir schéma figure 36) ont 

permis de localiser des vésicules Alix-positives au niveau des lésions (figure 36 A) ainsi que 

dans les ganglions entre les corps cellulaires neuronaux (figure 36 B). Aucun signal n'est 

observé en utilisant uniquement l’anticorps secondaire comme contrôle négatif (figure 36 A’ et 

35 B’), confirmant la spécificité de l’immunodétection. Ces résultats montrent que des vésicules 

dans la chaine nerveuse de sangsue sont Alix-positives. Des études antérieures ont montré par 

l’utilisation d’un marquage Iba1 que les cellules microgliales s’accumulent au niveau de la 

lésion (figure 36 C). Par ailleurs, immunomarquages en microscopie électronique à 

transmission sur des cryo-coupes de cellules microgliales avec des anticorps anti-Alix ont été 

réalisé. La détection par un anticorps secondaire couplé à des particules d’or colloïdal, permet 

de déterminer que ces structures immunomarquées s’apparentent en taille et en morphologie à 

des vésicules extracellulaires. Ensemble, ces résultats confirment qu’en partie, les vésicules 

retrouvées dans le système nerveux central de la sangsue ont une origine microgliale.  

Un western blot utilisant l’anticorps anti-Alix sur un extrait total de SNC de sangsue ainsi que 

sur un extrait vésiculaire UC a été réalisé. Une protéine Alix à la taille attendue de 97 kDa a été 

mise en évidence dans l’homogénat de SNC et dans les VEs (figure 36 E). La détection d’autres 

marqueurs vésiculaires en utilisant des anticorps comme l’anti-Tsg101, l’anti-flotilline-1, 

l’anti-Hsp70 et l’anti-CD9 est restée infructueuse que ce soit par immuno histochimie ou en 

immunoblot.   
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Figure 36 : Immunodetection des vésicules extracellulaires. A. Colocalisation des vésicules 
immunopositives à Alix (vert) et les cellules microgliales avec les noyaux marqués au Hoechst (bleu) au 
site de lésion B.  Présence d’un signal Alix positif (vert) autour des corps cellulaires neuronaux (n). Les 
flèches montrent les cellules microgliales dont les noyaux sont de taille plus petite. A’, B’ Contrôle 
négatif en utilisant uniquement l’anticorps secondaire. C. Accumulation des cellules microgliales 
immunopositves pour Iba1 (vert) au site de lésion. Les noyaux sont marqués au Hoechst (bleu) D. 
Observation en microscopie électronique à transmission sur des cryo-coupes de cellules microgliales 
marquées par des anticorps anti-Alix et révélées par un anticorps secondaire couplé à des particules 
d’or colloïdal. Un marquage (points noirs) est détecté sur des nanostructures qui s’apparentent en 
taille et en morphologie à des vésicules extracellulaires.  E. Détection d’un signal Alix positif en western 
blot aussi bien dans l’extrait protéique total du système nerveux central de la sangsue que dans 
l’extrait protéique vésiculaire. 
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1.4 Les vésicules extracellulaires microgliales de sangsue ont un effet sur 

l’induction de la croissance neuritique sur les neurones de sangsue 

La croissance des neurites est un processus complexe de différenciation neuronale [302]. Afin 

de déterminer l’apport des vésicules extracellulaires d’origine microgliale dans l’induction de 

la croissance neuritique in vitro, des tests fonctionnels ont été réalisés sur des cultures primaires 

de neurones de sangsue ainsi que sur des lignées cellulaires de mammifères. Des études 

préliminaires menées par l’équipe, ont montré que la repousse neuritique des neurones de 

sangsue in vitro est plus importante en présence de cellules microgliales. Un marquage anti-

gliarine, marqueur des cellules gliales et non des neurones a permis de mettre en évidence, le 

long des neurites, des nanostructures immunopositive à la gliarine suggérant leur possible 

origine microgliale (figure 37 a). Un contrôle de spécifité de l’anticorps secondaire seul dans 

les mêmes conditions de co-culture a été réalisé. Le résultat montre quelques signaux 

ponctiformes en arrière plan (figure 37 b) mais rien sur les neurites et le corps cellulaire. Afin 

de valider l’origine microgliale des nanostructures observées, les neurones en culture seuls 

(sans présence de cellules microgliales) ont été marqués à la gliarine. Un léger marquage 

aspecifique est observé dans le corps cellulaire (figure 37 c).  

 
Figure 37 : Apparition de nanostructures en co-culture neurones-cellules microgliales. a. Co-culture de 
cellules microgliales et neurones de sangsue montrant l’agrégation de nanostructures immunopositives 
à un marqueur des cellules gliales, la gliarine (vert), le long des neurites marqués à la phalloïdine (rouge). 
Les cellules microgliales ne sont pas visibles car non adhérentes. b contrôle négatif : pas de signal 
spécifique observé dans les mêmes cultures avec l’anticorps secondaire seul. c le marquage à la gliarine 
sur des neurones seuls n’a pas révélé de signal positif. La barre d’échelle correspond à 20 µm. 
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1.4.1 Tests fonctionnels sur les cellules du phéochromocytome de la médullosurrénale 

de rat (PC-12), avec les VEs isolées par ultracentrifugation  

Les premiers tests mis en place ont été menés lors des premiers mois de thèse. A ce moment là 

les VEs étaient isolées par ultracentrifugation et en absence de quantification par NTA. Les 

tests ont été normalisés non pas par le nombre de VEs ajouté, mais par volume ajouté. Les 

cellules PC-12 ont été cultivées dans un milieu de différenciation avec des teneurs très faibles 

en sérum de cheval (0,1%). Dans l’optique de mener des études dose/réponse, les premiers 

paramètres optimisés étaient les conditions de culture (nombre de cellules par puits et support 

de culture). Entre la mise en culture, la différenciation et l’arrêt de la culture il s’écoule une 

durée de 7 jours. Les PC-12 ont été cultivées dans des plaques 24 puits avec une surface de 19 

mm². Différentes densités de départ ont été testées (60, 120, 200 cellules/puits) dans un premier 

temps dans du milieu de multiplication pendant 24h afin de favoriser leur adhésion. Ensuite le 

milieu a été remplacé par un milieu de différenciation. Les résultats montrent qu’un nombre de 

60 cellules/puits est insuffisant pour l’apparition des prolongements neuritiques. Au contraire, 

avec 200 cellules/puits, la prolifération cellulaire initiale est trop élevée, ce qui induit une 

densité cellulaire finale trop importante. Ces résultats ont permis de déterminer que pour les 

PC-12, 120 cellules/puits au départ de la culture semblent être le nombre optimal pour les essais 

(figure 38). Des tests ont ensuite été effectués pour choisir le support de culture. Les cellules 

ont été cultivées dans des boites de 24 puits en présence ou non d’une lamelle traitée à la poly-

D lysine. Les cellules cultivées sur lamelle couverte de poly-D lysine s’arrondissent, montrent 

un aspect granuleux (flèche blanche, figure 38 D) et finissent par flotter en état de mort 

cellulaire. De plus, certaines cellules s’infiltrent sous la lamelle pendant la culture. N’étant plus 

dans le plan de focalisation, elles apparaissent alors sous forme de halo lumineux, gênant 

l’analyse des cellules qui adhèrent sur la lamelle (flèche jaune, figure 38 D). Même si pour 

l’acquisition d’images en microscopie à fluorescence il est conseillé d’observer des cellules 

entre lame et lamelle, nous avons choisi au vu de leur mortalité importante, de ne pas opter pour 

ce support et de cultiver les cellules directement dans les boites de culture de 24 puits. Nous 

avons enfin déterminé la quantité de VEs nécessaire pour observer un effet sur la croissance 

neuritique en référence au contrôle sans ajout de VEs. Pour cela, deux volumes de vésicules ont 

été testés 10 et 30 µL.  
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Figure 38 : Test de densité et de support pour la culture cellulaire de PC-12. Des densités de 60 (A), 
120 (B) et 200 (C) cellules/puits ont été testées. (D). Avec une lamelle dans le puits portant un 
revêtement de poly-D lysine, une infiltration de cellules est observée entre la lamelle et le fond de la 
boite (flèche jaune) et des cellules en souffrance (flèche blanche).  

Les résultats montrent qu’avec des volumes de 10μl de VEs, les corps cellulaires conservent 

leur taille ainsi que leur forme étoilée (figure 39 A). Par contre des volumes de 30μl de VEs ont 

un effet cytotoxique sur les PC-12. Cet effet se manifeste par un changement morphologique 

des cellules qui s’arrondissent et se rétractent. On remarque également la présence de débris 

dans le puits et l’aspect granuleux des corps cellulaires (figure 39 B). 

Pour estimer la croissance des neurites dans ces conditions, les cellules ont été fixées et 

marquées à la phalloïdine pour être ensuite observées au microscope à fluorescence. Trois 

champs ont été choisis aléatoirement dans les conditions contrôles et en présence de 10 µL de 

VEs (figue 39 C et D) pour être analysés avec le logiciel NeuriteTracer. La taille moyenne des 

neurites des cellules PC-12 en présence ou non de vésicules extracellulaires est représentée sous 

forme d’histogramme (figure 39 E). Les résultats obtenus montrent que les vésicules 

extracellulaires issues de cellules microgliales de sangsue ont apparemment un effet positif sur 

l’induction de la croissance neuritique de cellules du phéochromocytome de médullosurrénale 

de rat. Le détail des analyses statistiques est présenté tableau 14 en annexe.  

A B

C D
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Figure 39 : Mesure de l’effet des VEs microgliales sur les cellules PC-12. (A) et (B) montrent l’état 
morphologique des PC-12 après rajout de 10 et 30 µL de VEs microgliales de sangsue, respectivement. 
A 30 µL, la dose semble cytotoxique les cellules changent de morphologie. Les expériences ont été 
réalisées à nouveau dans les mêmes conditions en comparant (C) la condition contrôle sans VEs à (D) 
la condition 10 µL de VEs microgliales. (E) Après fixation et marquage des cellules à la phalloïdine. Les 
résultats de quantification de la longueur des neurites sont représentés sous forme d’histogramme. 
Les VEs semblent avoir un effet sur positif sur l’induction de la croissance neuritique des cellules PC-
12. La significativité (** p <0,01) a été calculée par T test apparié par ANOVA (la barre représente les 
erreurs standard de la moyenne). La barre d’échelle correspond à 20 µm. 
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1.4.2 Tests fonctionnels avec les VEs isolées par OptiprepTM (ODG)  

Afin de déterminer si la croissance neuritique des neurones en culture est effectivement 

stimulée par la présence de VEs d’origine microgliale, une étape supplémentaire de purification 

du culot vésiculaire a été réalisée afin d’éliminer les éventuels agrégats protéiques. Dans cette 

dynamique, les tests fonctionnels ont été refait avec cette fois les fractions ODG-positives 

regroupées (F4, F5, F6). Une quantification NTA de ce nouvel échantillon a permis d’estimer 

le nombre de particules ajouté dans les milieux de culture. Les vésicules utilisées ont été 

conservées à 4°C sans les soumettre à congélation pour éviter tout risque de détérioration des 

structures ou perte d'activité biologique.  

1.4.2.1 Sur les neurones de sangsue   

Les neurones de sangsue, dont la taille est comprise entre 6-20 µm sont récupérés lors de la 

dissociation des cellules de la chaine nerveuse et séparés des cellules microgliales par filtration. 

Ils sont remis en suspension dans un milieu dépourvu de vésicules extracellulaires et répartis 

dans 4 chambres de culture de type Labteck. A 6 jours de culture, 106 VEs provenant des 

fractions ODG-positives regroupées (F4, F5, F6) sont rajoutées aux neurones. La totalité de 

chaque puits est photographié à 6, 13 et 20 jours de culture à l’aide de la station de microscopie 

Nikon Eclipse Ti2. Pour chaque puits, les neurones présentant des neurites en croissance entre 

le J6 et J20 ont été sélectionnés. 44 neurones ont pu être suivis dans la condition VEs et 52 dans 

la condition contrôle (sans ajout de VEs). Pour chaque neurone sélectionné, l’ensemble de son 

réseau de neurites a été tracé manuellement avec le logiciel NeuriteTracer ImagJ sur les images 

prises à J6, J13 et J20 en microscopie photonique. Les tracés des neurites étaient convertis alors 

en micromètres. Un exemple de l’évolution de la croissance à travers le temps pour la condition 

vésicules est représenté en figure 40.  

Les résultats de comparaisons multiples dans le logiciel de statistique GraphPad ont montré que 

les VEs microgliales de sangsue ont un effet sur l’induction de la croissance neuritique des 

neurones en culture primaire (graphe figure 40). Cet effet est statistiquement significatif entre 

les deux conditions contrôle (Ctrl) et vésicules (VEs) à J 20. De manière intéressante, en 

comparant la repousse neuritique au sein même de chaque condition, celle-ci est significative 

entre J6 et J13 et entre J13 et J20 dans la condition VEs, ce qui n’est pas le cas pour la condition 

contrôle. L’ensemble des résultats statistiques est mis sous forme de tableau 15 en annexe. 
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Figure 40 : Mesure de l’effet vésiculaire sur les neurones de sangsue. A, B et C : exemple de l’évolution 
de la croissance neuritique d’un neurone en présence de vésicules microgliales de sangsue. La longueur 
mesurée pour ce neurone évolue de 19.3 µm à 6 jours de culture à 1704.583 µm à 20 jours de culture. 
D : les histogrammes représentent la longueur des neurites (µm) des neurones sélectionnés mesurée 
à différents temps en présence de vésicules (VEs) (gris) comparée à la condition contrôle (Ctrl) (noir). 
La significativité (* p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001) a été calculée par T test apparié par ANOVA (la 
barre représente les erreurs standard de la moyenne) 
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1.4.2.2 Sur la lignée de neuroblastome humain SH-SY5Y  

Pour ajuster la densité cellulaire, différentes quantités de cellules SH-SY5Y (1,4 x 104, 2,2 x 

104, 4,4 x 104 et 8,8 x 104 cellules) ont été réparties dans des plaques de 24 puits (surface d’un 

puits : 19 mm²), dans un milieu de multiplication (figure 41 A, B, C, D). La condition nous 

semblant la plus adaptée pour la poursuite des tests c’est une quantité de cellules de 8.8 x 104 

cellules/puits (figure 41 D) avec l’utilisation de la staurosporine à 25 mM comme agent de 

différenciation.  

 

Figure 41 : Ajustement de la densité de cellules pour la culture des cellules SH-SY5Y. Des densités de 

1,4 (A), 2,2 (B), 4,4 (C) et 8,8 (D) x 104 cellules/puits ont été testées. D. Les cellules semblent à bonne 

confluence à 8,8 x 104 cellules/puits. La barre d’échelle est de 200 µm. 

Dans les puits de culture, les SH-SY5Y ont tendance à se développer plus en périphérie, ce qui 

rend la prise d’images assez compliquée. Dans le but d’améliorer l’acquisition d’images, les 

cellules SH-SY5Y ont été cultivées dans les puits sur des lamelles traitées à la poly-D-Lysine. 

Comme pour les PC-12, l’observation en microscopie photonique montre que des cellules 

s’infiltrent entre le fond du puits et la lamelle, rendant les prises de vue difficiles dans ces zones. 

De plus, morphologiquement les cultures semblent mieux sans poly-D lysine. Des tests de 

culture ont également été réalisés sur boites FluoroDish de même diamètre interne, dont le fond 

en verre, permet d’éviter l’utilisation de lamelles. Les prises de vue en fluorescence ont 

considérablement été améliorées sans nécessiter une nouvelle adaptation de la densité cellulaire. 

Différentes quantités de VEs, ont ensuite été ajoutées dans chaque puits : 104, 105, 106, 107, 108 

et 109 vésicules/puits. Avec 104 VEs dans les puits, aucune induction de croissance neuritique 

supplémentaire n’a été observée. Avec 105 ou 106 VEs les cellules SH-SY5Y présentent un 

réseau de neurites relativement plus important que dans les puits témoins, avec des neurites 
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paraissant plus allongés avec 106 VEs (figure 42 A B et C). Avec 107 108 et 109 VEs dans les 

puits, les quantités semblent trop importantes car les cellules s’arrondissent et finissent par se 

détacher, cependant quelques prolongements neuritiques restent encore visibles à 107 et 108 

VEs par puits (figure 42 D, E et F).  

 

Figure 42 : Détermination de la quantité de vésicules extracellulaires nécessaires pour l’induction de 
la croissance neuritique sur les SH-SY5Y. Les lettres A, B, C, D, E et F indiquent les quantités croissantes 
de 104 à 109 particules ajoutées respectivement. Le suivie de la culture montre qu’à des faibles doses 
(A) les vésicules ne semblent pas avoir d’effet et que des quantités trop importantes deviennent 
toxiques (D, E, F), les cellules sont en souffrance. A 106 (C) les cellules semblent morphologiquement 
correctes et le réseau de neurites est important.  La barre d’échelle correspond à 200 µm.   
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Une fois les paramètres de culture établis, les expériences ont été réalisées en triplicatas dans 

les conditions optimales en termes de densité cellulaire (8.8x104 cellules/puits), de support de 

culture (FluorDish) et de quantité de vésicules ajoutées (106 VEs). Les cellules ont été fixées 

puis marquées à la phalloïdine. Des prises de vues au microscope à fluorescence ont été 

réalisées et utilisées pour mesurer la taille des neurites à l’aide du logiciel NeuriteTracer en 

comparaison de la condition contrôle sans ajout de VEs (figure 43 B). Visuellement, le réseau 

de neurites des cellules SH-SY5Y est plus développé en présence de vésicules comparé au 

contrôle (flèches figure 43 A). Cependant, les tentatives pour mesurer la taille des neurites à 

l’aide du logiciel NeuriteTracer, sont restées infructueuses, le logiciel ne parvenait pas à 

détecter et quantifier les neurites.  

 

Figure 43 : Mesure de l’effet vésiculaire sur les cellules SH-SY5Y. Les cellules fixées ont été marquées 
à la phalloïdine en comparant la condition 106 vésicules ajoutées (A) à la condition contrôle sans VEs 
(B). Les résultats de quantification de la longueur des neurites n'ont pas pu être établis dans le logiciel 
Neurite Tracer malgré un différence visuelle notable entre les deux conditions. La barre d’échelle 
correspond à 100 µm. 

Au vu du temps et du coût de telles expériences, nous avons initié une collaboration avec la 

société HCS Pharma, une startup récemment installée à Lille, spécialisée dans le criblage 

phénotypique à haut débit sur différents types cellulaires et notamment les cellules SH-SY5Y. 

Les premiers tests effectués montrent un effet des VEs par rapport à la condition contrôle mais 

celui-ci n’est statistiquement pas significatif. Ces expériences sont amenées à être optimisées 

car les conditions de culture sont plus standardisées chez HCS Pharma et demandent encore des 

mises au point que nous n’avons pu à l’heure actuelle réaliser (figure 44).  
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Figure 44 : Comparaison entre les optimisations réalisées au laboratoire et chez HCS Pharma. A et B 
: au laboratoire les SH-SY5Y cultivées à 8.8 x 104 cellules dans des fluorodish à fond en verre, l’effet 
vésiculaire est testé avec 106 particules. Les cellules sont fixées et marquées à la phalloïdine (rouge). 
Les noyaux ont été mis en évidence avec du Hoechst. La barre d’échelle indique 100 µm. C et D : Les 
SH-SY5Y cultivées chez HCS Pharma dans des plaques 96 puits à fond en verre à 7.5 x 103 cellules par 
puits. L’effet vésiculaire est testé avec 106 particules. Les cellules sont ensuite fixées et marquées à la 
tubuline (vert). Les noyaux ont été mis en évidence avec du Hoechst.  La barre d’échelle indique 200 
µm. 

 

 

 

Mis en place au laboratoire Mis en place chez HCS pharma

A

B D

C



Discussion 
 

128 
 

DISCUSSION

Au cours de la dernière décennie, le nombre de publications dans le domaine des vésicules 

extracellulaires est en croissance exponentielle. La société internationale sur les vésicules 

extracellulaires (ISEV) par ses prises de position [61,303] s'emploie à améliorer différents 

aspects du domaine, notamment la purification, la nomenclature et les applications des vésicules 

extracellulaires (VEs).  

 

Figure 45 : Evolution des articles sur les vésicules extracellulaires (source : Web of Science/Journal 
Citation Reports). Les histogrammes indiquent le nombre d’articles publiés chaque année pour le 
période 2000-2016. (Réimprimé avec permission, de [304]. Copyright the Author(s) 2018). 

 

Par cette étude nous avons voulu mettre en avant l’effet des vésicules extracellulaires d’origine 

microgliale de sangsue sur l’induction de la croissance neuritique de neurones de sangsue dans 

un premier temps et de lignées cellulaires de mammifères dans un second temps. Dans notre 

démarche, il était important de faire évoluer le protocole d’isolement des vésicules afin de 

minimiser la présence de contaminations comme des ribonucléoprotéines agrégées et des 

lipoprotéines. La teneur de ces contaminants dans le culot de vésicules isolées, diffère 

grandement en fonction du protocole utilisé. Des études ont montré que la présence de ces co-

isolats, ainsi que les traces résiduelles d’agents chimiques présents dans les kits commerciaux, 

peuvent affecter considérablement les résultats obtenus dans des tests fonctionnels [305,306]. 
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Au cours de ce travail de thèse nous avons comparé l’isolement de VEs par ultracentrifugation 

(culot-UC) et l’isolement de VEs par ultracentrifugation sur gradient de densité d’OptiprepTM 

(ODG). Nous avons également analysé leur contenu protéique. Plusieurs rapports décrivent des 

études similaires de comparaison de méthodologie souvent effectuées sur des lignées cellulaires 

de mammifères [307,308]. L’aspect novateur de l’étude présentée dans ce manuscrit est que 

l’ensemble des vésicules étudiées sont d’origine microgliale, c'est à dire issues de cellules du 

système nerveux central (SNC) de la sangsue médicinale, un annélide qui possède des capacités 

importantes de régénération nerveuse. De plus, l’ensemble des fractions ODG obtenues ont été 

analysées individuellement en spectrométrie de masse, contrairement à ce qui est le plus 

couramment publié, à savoir la caractérisation exclusive des fractions contenant les VEs 

[273,309]. 

L’efficacité des deux techniques d’isolement de vésicules extracellulaires a été évaluée par 

différentes technologies appliquées aussi bien sur le culot-UC que sur les fractions ODG. Le 

suivie et l’analyse de nanoparticules en suspension par NTA a permis de déterminer le 

rendement en particules, les observations en microscopie électronique à transmission (MET) 

ont conduit à apprécier la morphologie des vésicules isolées et l’analyse par chromatographie 

liquide couplée à la spectrométrie de masse (LC-MS/MS) a servi à déterminer l’identité de leur 

profil protéomique. Toutes les expériences ont été effectuées en triplicatas sur des vésicules 

libérées par des cellules microgliales de sangsue en cultures primaires. Les résultats indiquent 

que les deux méthodes conduisent à l'isolement de VEs, comme le montre la microscopie 

électronique à transmission (figure 29). Néanmoins, par des approches de spectrométrie de 

masse, nous avons confirmé que l’ODG permettait d’obtenir les préparations de VEs plus pures 

(figures 30, 31 et 32), ce qui se traduit par des signatures vésiculaires plus importantes.  

L'analyse par NTA des nanoparticules a été réalisée sur des vésicules extracellulaires purifiées 

par ultracentrifugation différentielle et par gradient de densité OptiprepTM (figure 28). Les 

résultats ont montré la présence de particules dans les échantillons UC et certaines fractions 

ODG. Comme attendu, le nombre de particules était plus élevé dans les échantillons UC en 

raison de l'ajout d’étapes supplémentaires dans le protocole de purification en gradient ODG, 

protocole qui comporte une perte de matériel. De plus, la technologie NTA n’est pas assez 

résolutive pour faire la différence entre des vésicules extracellulaires et des agrégats et 

contaminants protéiques. De ce fait, les résultats obtenus permettent une estimation du nombre 

de particules dans l’échantillon analysé, cependant des analyses complémentaires sont 

nécessaires pour déterminer la nature du contenu isolé par UC et ODG. Nous avons également 

remarqué des variations dans la quantification des particules et des valeurs d'écart-type élevées 
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pour de nombreuses fractions. Ces variations sont probablement causées par le manque 

d'estimation précise du nombre de cellules microgliales utilisées pour chaque réplica. En effet 

la petite taille de la microglie de sangsue en culture (≤ 5 µm) (figure 25) rend difficile le 

comptage cellulaire et l'estimation de leur viabilité par coloration classique au bleu trypan. Pour 

pallier cette contrainte expérimentale du modèle, nous avons utilisé le nombre de chaînes 

nerveuses disséquées comme facteur de normalisation entre les trois réplicas biologiques au 

lieu du nombre de cellules microgliales viables mises en culture. Pour chaque réplica protéique 

nous avons donc utilisé 20 chaines nerveuses et la totalité des VEs microgliales purifiées a été 

analysée. Pour les tests fonctionnels, 20 chaines ont également été utilisées pour chaque réplica. 

En plus, le nombre de particules a été estimé par la technologie NTA pour déterminer les 

quantités de VEs nécessaires pour induire la croissance neuritique des neurones en culture.  

Les observations MET ont confirmé la présence de vésicules extracellulaires dans les culots 

UC (figure 29B) et principalement dans les fractions ODG F4, F5 et F6 (figure 29A). Dans les 

deux conditions, en raison de l'étape de filtration sur filtre de 0,22 µm avant l'ultracentrifugation 

à 100 000 g, les grandes vésicules de plus de 500 nm de diamètre n'ont pas été observées. La 

gamme de taille des vésicules isolées est cependant apparue assez large (50-500 nm), ce qui 

confirme que les protocoles expérimentaux appliqués ici ne permettent pas de séparer les 

vésicules extracellulaires par taille. Certaines vésicules extracellulaires semblaient plus denses 

aux électrons que d’autres (flèche, figure 29A), ce qui signifie que la qualité et la quantité du 

matériel contenu ne sont pas identiques pour toutes les vésicules extracellulaires, et reflète 

l’hétérogénéité des populations de vésicules. 

Globalement, ces résultats ont confirmé que les cellules microgliales de sangsue en culture 

primaire ont la capacité de produire et secréter des vésicules extracellulaires. 

Dans les analyses en MET nous avons constaté, dans les échantillons UC, la présence sur le 

fond de nanoparticules globulaires dont la morphologie ressemble à ce qui été précédemment 

décrit dans la littérature comme des lipoprotéines d’environ 15 nm [310]. Ces particules 

lipidiques n'ont pas été observées dans l’isolement par ODG (figure 29A). Les images de 

microscopie électronique tendent à suggérer que le protocole d’isolement en OptiprepTM permet 

d’éliminer au moins une catégorie de contaminants, à savoir les lipoprotéines.  

Les analyses MET ont également révélé, dans des fractions UC et ODG, la présence de 

vésicules agrégées (figure 29C). Celles-ci pourraient résulter de la force de centrifugation 

appliquée sur l'échantillon pendant l’étape d'ultracentrifugation. La présence de ces complexes 
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vésiculaires est problématique aussi bien en NTA qu'en MET car la quantification précise du 

nombre de VEs devient alors impossible, d’autant que ces agrégats n’ont pas une répartition 

homogène sur la grille. En effet, le volume de milieux conditionné initial utilisé pour la collecte 

des vésicules est de 5 mL. Ce volume est assez important pour récupérer un nombre suffisant 

de vésicules et faire certaines expériences (analyses protéomiques, immunoblots, tests 

fonctionnels...) mais il n'est pas suffisant pour obtenir une distribution riche et homogène de 

VEs sur l’ensemble de la grille pour l'observation en MET.  

En analyse NTA, l'agrégation des vésicules entre elles est également problématique. En effet, 

la taille des vésicules de l’échantillon analysé se voit surestimée par la présence de tels 

complexes alors que la quantité de VEs détectées est sous-estimée. Souvent ceci se traduit par 

des profils polydispersés générés par le logiciel dédié.  

Pour déterminer si les particules comptées sont effectivement des vésicules extracellulaires ou 

des contaminants, et parce que la technologie NTA ne fait pas de différence entre les vésicules 

extracellulaires et les agrégats de protéines, tous les échantillons ont été analysés par 

Chromatographie liquide couplée à un spectromètre de masse en tandem (LC-MS / MS). Des 

études précédentes montrant l'effet de l'ATP sur la microglie de sangsue [22,36] et la présence 

de signatures de récepteurs purinergiques dans les banques de donnée sangsue nous ont 

encouragé à utiliser l’ATP comme activateur des cellules microgliales, capable de stimuler une 

production de VEs plus importante. Les résultats ont montré des fluctuations de la quantité de 

vésicules mesurées au NTA en fonction des différentes concentrations (0, 0.1, 0.5, 1, 2 mM) en 

ATP pour atteindre un pic à 1mM (figure 27 B). Cependant l’analyse en spectrométrie de masse 

des échantillons activés et non activés montre qu’il n’y a pas de différences significatives en 

nombre et en qualité de protéines. Ce qui suggère que l’augmentation des vésicules 

extracellulaires observée au Nanosight, n’est peut-être pas liée qu’au transport de protéines, 

cependant d’autres études seront nécessaires pour valider ou non cette hypothèse. Notamment, 

il est nécessaire de faire des études cinétiques en testant plusieurs temps d’activation des 

cellules microgliales en présence d'ATP, car pour l'instant le seul temps d’activation testé était 

de 1h. Il peut être également nécessaire de caractériser le (s) récepteur(s) purinergique(s) chez 

la sangsue dont des signatures ont été retrouvé dans la banque de donnée sangsue et de pouvoir 

les inhiber sélectivement afin d’estimer leur implication dans le relargage des VEs. Pour éviter 

un nombre de mises au point trop important, le travail présenté dans ce manuscrit a été 

uniquement ciblé sur les vésicules extracellulaires isolées de cellules microgliales mises en 

culture après dissection de la chaine nerveuse sans stimulation par de l'ATP exogène. Il serait 
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également interessant de tester d’autres stimuli. En effet, les molécules comme HmC1q, 

HmIL16 et HmEmapII semblent être de bons candidats [26,27,34]. 

Les analyses LC-MS/MS ont confirmé la présence de vésicules extracellulaires dans les 

échantillons UC et dans les fractions à gradient de densité ODG. Malgré le nombre plus faible 

de particules détectées dans les fractions ODG par rapport au culot UC, la quantité de protéines 

identifiées dans ces échantillons était significativement plus élevée. Les analyses MS ont été 

obtenues en Data Dependent Acquisition (DDA), ce qui signifie que seuls les 10 ions les plus 

intenses sont sélectionnés et fragmentés pour obtenir des données MS/MS. Par conséquent, 

seules les protéines majoritaires des échantillons sont détectées. Cela pourrait expliquer 

l’identification d’un nombre moindre de protéines dans les échantillons UC comparé aux 

fractions ODG car, le protocole d’isolement étant moins poussé, les contaminants y sont plus 

nombreux et donc majoritairement détectés par rapport aux protéines signatures vésiculaires. 

Le fractionnement est l’une des recommandations dans les protocoles d’analyse par 

spectrométrie de masse pour augmenter le taux de détection de protéines de VEs en mode DDA 

[64]. Le protocole d’isolement ODG, avec une étape de purification supplémentaire par gradient 

de densité, permet de séparer les vésicules extracellulaires des contaminants protéiques 

potentiels en fonction de leurs propriétés différentes de flottaison. Cette purification 

supplémentaire a effectivement permis une meilleure détection de protéines vésiculaires par 

DDA. Nous avons ainsi identifié 354 protéines dans l'échantillon UC, dont 242 se chevauchent 

avec les fractions ODG positives (F4, F5, F6). Lors de l’analyse des 112 protéines 

exclusivement présentes dans les culot-UC, nous n'avons pas détecté de molécules bien connues 

associées aux vésicules extracellulaires. Ces protéines appartiennent à plusieurs compartiments 

cellulaires, notamment le noyau, le cytosol et le cytoplasme (membres de la famille des 

histones, apolipoprotéines, caspases, actine, tubuline et membres de la famille de la protéine 

kinase II dépendante du calcium / calmoduline, cytochrome C1…). De manière intéressante, 

lors de l’isolement par gradient de densité, ces protéines se sont réparties dans les fractions 

ODG négatives F1, F2, F3, F7 et F8 (figure 30). Ces données confirment l'intérêt du protocole 

ODG pour l'élimination des contaminants protéiques des vésicules extracellulaires. Certaines 

protéines (par exemple actine, GAPDH, protéines de la famille HSP) de la liste ExoCarta 

top100 (tableau 4) ont été identifiées dans toutes les fractions ODG (F1 à F8). Cependant, ces 

molécules ne sont pas strictement spécifiques des vésicules extracellulaires, et pourraient être 

impliquées dans différents processus / voies cellulaires. C'est pourquoi, pour évaluer de manière 

stricte la présence de marqueurs de vésicules, des études complémentaires doivent être menées 
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pour établir leur localisation cellulaire précise [291]. L'analyse par spectrométrie de masse a 

permis d'identifier 644 protéines dans les fractions ODG F4, F5 et F6. La MET sur ces fractions 

montre qu’elles sont effectivement enrichies en vésicules extracellulaires (figure 29 a). La 

quantité de protéines détectées est corrélée au nombre plus élevé de particules comptées par 

NTA dans ces fractions (figure 28B). Enfin, nous avons observé une augmentation considérable 

des signatures de protéines EVs par la comparaison avec les 100 protéines majoritairement 

décrites dans ExoCarta (tableau 4).  

Un nombre relativement élevé de protéines, a également été détecté dans les fractions F3 et F7, 

physiquement proches des fractions positives dans les strates du gradient (tableau 4). Les VEs 

ne sont pas supposés être présentes à la densité théorique de ces fractions, 1,078 g/mL et 1,223 

g/mL, respectivement [311]. En effet, les exosomes flottent à des densités entre 1.15 et 1.19 

g/mL [64]. La présence de signatures vésiculaires dans ces deux fractions peut être expliquée 

par la procédure expérimentale conduisant à une contamination partielle entre les couches de 

gradient lors de la collecte des fractions. En effet, la récupération manuelle et l’aspiration avec 

une pipette, aussi délicates soitent elles, peuvent induire des contaminations d’une phase du 

gradient à une autre. Une récupération des strates par aspiration à l’aide une pompe pourrait 

être envisagée en guise de comparaison. La limite de cette technique est de devoir introduire un 

capilaire à travers les phases du gradient sans pour autant le mélanger. Ceci reste une étape 

fastidieuse.  

Les tétraspanines 1, 7 et 11 ont été détectées dans certaines des fractions positives. En revanche, 

certains marqueurs largement décrits dans les vésicules extracellulaires, tels que les 

tétraspanines CD9, CD63 ou CD81, n'ont pas été détectés dans nos analyses protéomiques. Cela 

peut s'expliquer par le fait que l'approche DDA permet la détection des 10 ions les plus intenses, 

ce qui suggère que ces molécules peuvent être présentes mais non détectables car minoritaires 

dans l’échantillon. Pour évaluer la présence de ces tétraspanines et d'autres marqueurs tels 

qu'Alix ou HSP70 dans les VEs de la microglie de sangsue, nous avons effectué des analyses 

par immunohistochimie ex vivo sur des portions de chaines et par immunoblot. Nous avons 

obtenu des résultats positifs avec l’anticorps polyclonal anti-Alix aussi bien en immunoblot 

qu’en immunohistochimie. Ceci confirme bien que l’utilisation d’anticorps polyclonaux est une 

alternative efficace pour des molécules bien conservées comme Alix. Le fait de ne pas avoir 

obtenu de signal avec les anticorps monoclonaux utilisés (anti-CD9, anti-TSG 101, anti-

flotilline 1 et anti-HSP70) peut s’expliquer dans un premier temps par l’étiquette monoclonal 

de ces anticorps, ce qui réduit la possibilité de reconnaissance de la molécule Hm. Il se peut 
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également que ces marqueurs sont présents en faible quantité dans les vésicules microgliales de 

sangsue, d’autant plus que CD9 et Tsg 101 n’ont pas été détéctés en spéctrométrie de masse 

non plus. C’est dans ce cadre là que l’utilisation d’anticorps polyclonaux reste toutefois possible 

et intéressante, sachant que la recherche de certains marqueurs vésicules-spécifiques dans les 

banques de données de sangsue a donné des résultats positifs, confirmant chez Hirudo la 

présence de gènes homologues aux marqueurs vésiculaires des mammifères comme Alix 

(Figure 35), CD9, CD63, Hsp70 et Tsg 101 (figure 1 en annexe). 

Les analyses ontologiques ont confirmé la présence, dans les échantillons UC (tableau 11 

annexe) et les fractions ODG (tableau 10 annexe), de termes appartenant à différentes catégories 

du classement par "Gene Ontology (GO)" liés aux VEs. Néanmoins, le nombre de gènes 

enregistrés est plus élevé et les valeurs de p obtenues plus faibles donc statistiquement plus 

fiable dans les échantillons purifiés par gradient de densité. Ces données confirment que le 

traitement ODG pour la purification des vésicules extracellulaires est plus efficace par rapport 

à l'ultracentrifugation simple (figure 32). Les résultats présentés ici démontrent que dans les 

vésicules extracellulaires secrétées par la microglie de sangsue sont présents de nombreux 

marqueurs généralement décrits pour les vésicules de mammifères. Nous avons identifié des 

molécules appartenant à la cartographie classique des VEs [312] avec la prédiction des 

localisations et fonctions suivantes : transmembranaires (famille des tétraspanines, des 

intégrines), intracellulaires (protéines RAB), trafic membranaire (flotilline, annexine, RHO), 

associées à des corps multivésiculaires (clathrine, ubiquitine), chaperon (membres de la famille 

HSP), signalisation (ARF1, EGFR, CDC42, ß caténine, famille 14-3-3), enzyme (GAPDH, 

Enolase, ATPase) et des protéines cytosquelettiques (actine, moesine, kératines). En plus de ces 

composants génériques, l'analyse protéomique a révélé la présence de protéines neuronales 

telles que le BDNF (Brain Derived Neurotrophic Factor) et la fasciclin (NCAM), impliquées 

dans la croissance des neurites. Des études plus poussées sur ces deux molécules et leurs 

récepteurs devront être menées afin de valider leur présence ainsi que leurs fonctions dans un 

contexte de croissance neuritique.  

Nous avons également identifié aussi bien dans le culot-UC que dans les fractions ODG 

positives, des protéines spécifiques du système nerveux de la sangsue, telles que la gliarine, une 

protéine des filaments intermédiaires spécifique des cellules gliales [313]. De manière 

intéressante, des structure vésiculaires ont été montrées comme positives à la gliarine 

(figure37). La neurohémerythrine, un facteur neuro-immunitaire [314] a également été retrouvé 

dans les liste de protéines identifiées. Prises ensemble, ces données suggèrent une conservation 
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générale des vésicules extracellulaires de sangsue en termes de teneur en protéines et, plus 

spécifiquement, de leur implication potentielle dans des événements associés à la réparation 

nerveuse (figure 46).  

 

Figure 46 : Représentation d’une vésicule extracellulaire microgliale de sangsue. Reconstruction de 
la cartographie d'une vésicule extracellulaire d’origine microgliale de sangsue d’après les 
identifications protéiques obtenues. Toutes les protéines ne sont pas représentées. 

Les résultats préliminaires d'études fonctionnelles visant à évaluer l’activité neurotrophique 

potentielle des VEs microgliales de sangsue in vitro indiquent un effet positif sur la croissance 

des neurites. Des neurones de sangsue de taille comprise entre 6 et 20 µm, ont été mis en culture 

en chambre Labtek, dans un milieu sans vésicules. Ils sont issus du même lot de chaines 

nerveuses utilisées pour préparer les cultures de cellules microgliales destinées à produire les 

VEs pour ces tests de croissance neuritique.  Pour les cultures de neurones, les puits ont été 

assignés de manière aléatoire entre contrôle et conditions expérimentales (ajout de VEs). Les 

neurones de sangsue, après 6 jours de culture, ont été mis en présence des VEs d’origine 
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microgliale. Une acquisition d’images a été réalisée en mosaïque, permettant de suivre tous les 

neurones présents dans les chambres de culture, contrôle et exposées aux VEs. Pour l’analyse 

de la croissance neuritique nous avons fait le choix de ne suivre que les neurones présentant des 

neurites aux trois temps de culture. La robustesse de l’expérimentation réside en effet dans ce 

paramètre avec n= 44 neurones dans la condition VEs et n=52 dans la condition contrôle. 

L’ensemble de ces neurones a été suivi sur 21 jours de culture avec des prises d’image à j6, j13 

et j20. Le choix de ne pas marquer les neurones était motivé par le fait que les marqueurs vitaux 

de type lectiniques laissent des halos autour des neurones rendant les images en microscopie 

peu exploitables. De plus un marqueur type phalloïdine peut s’avérer toxique pour les cellules, 

surtout sur une durée de culture de 21 jours. Nous avons donc fait le choix de ne pas ajouter un 

facteur chimique dans la culture qui aurait pu interférer avec le métabolisme cellulaire et altérer 

l’observation de l’effet vésiculaire. Nous aurions pu fixer les neurones à la suite de la dernière 

acquisition (21j) et mesurer la longueur des neurites de manière automatisé au dernier jour de 

l’expérimentation, cependant nous voulions rester comparatif il était donc primordial que toutes 

les mesures se fassent dans les mêmes conditions pour tous les points cinétiques. En absence 

de fluorophore, la mesure des neurites a été réalisée manuellement. Les résultats ont montré 

qu’en présence de VEs, la croissance neuritique est significativement augmentée. A ce stade de 

l’étude, les mécanismes d’induction ne sont pas encore connus. Plusieurs facteurs peuvent 

entrer en jeu notamment un effet trophique des vésicules induisant la croissance des neurites ou 

encore une cascade de signalisation médiée par les vésicules dans le cadre de la croissance 

neuritique. Cette éventualité est renforcée par l’indentification en analyse par spectrométrie de 

masse de protéines comme VAMP (Vesicle-Associated Membrane Protein), précédemment  

montré pour être impliquée dans la croissance neuritique [315].  

Nous avons également été encouragé par des résultats obtenus au laboratoire, où le nGDF un 

membre de la famille TGF-ß (transforming growth factor_ß) a été démontré comme étant 

impliqué dans le dialogue microglie-neurones. Il reste à voir le rôle qu’aurait le TGF-ß dans un 

processus d’induction de la croissance neuronale. De ce fait, des expériences in vitro ont été 

effectué sur des cultures primaires de neurones en présence de VEs et de l’inhibiteur de la voie 

de signalisation nGDF, le SB431542. Nous avons pu démontrer à travers la mesure de la 

longueur des neurites, qu’en présence de l’inhibiteur la croissance neuritique diminue 

significativement (figure 47). Ces résultats suggèrent que la voie nGDF serait activée dans les 

processus de croissance neuritique.  Ces résultats nous encouragent à réaliser des études 

complémentaires, en outre l’analyse du protéome des neurones et l’investigation des variations 
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moléculaires induite par les différents traitements, aiderait à mieux comprendre les mécanismes 

qui régissent l’interaction vésicules-neurones.  

 

Figure 47 : Influence du TGF-ß dans les essais de croissance neuritique. Les neurones de sangsue 
cultivés en présence des vésicules enrichies à partir du protocole ODG, ont été comparées d’une part 
aux neurones cultivés en présence des mêmes vésicules mais avec l’ajout d’un inhibiteur de la voie de 
signalisation TGF-β (SB431542) ou des contrôles milieux seul sans VEs et sans inhibiteur. Après mesure 
de la longueur des neurites, la condition activée par les VEs a montré une excroissance nettement 
supérieure au jour 20 par rapport au contrôle. La présence d'inhibiteur de SB431542 dans les cellules 
soumises à une activation par les VEs montrait une croissance nettement plus faible au jour 20 par 
rapport à la fraction enrichie en VEs seule. La significativité (* p <0,05, *** p <0,001) a été calculée par 
T test apparié par ANOVA (la barre représente les erreurs standard de la moyenne). 

Les tests effectués sur les cellules médullosurrénales de rat PC-12 ont été réalisés en ajoutant 

un volume de vésicules remises en suspension post ultracentrifugation. Comme décrit ci-dessus, 

ce culot UC contient des vésicules mais est également quelques contaminants. De ce fait, ces 

premiers tests sur les PC-12 ne permettent pas de déterminer si l’effet observé sur la croissance 

est attribuable exclusivement aux vésicules.  

Cependant, nous avons choisi de ne pas refaire les tests sur les PC-12 avec des vésicules issues 

de l’isolement ODG, car ces cellules sont d’origine médullosurrénale et non pas neuronal, 

malgré leur capacité à se différencier en neurone dans un milieu adéquat, notamment par la 

déplétion en sérum. Les tests fonctionnels suivants ont donc été réalisés sur une lignée de 

neuroblastomes humain, les SH-SY5Y au laboratoire et dans le cadre d'une collaboration avec 

la société HCS Pharma, spécialisée sur le criblage phénotypique à haut débit de lignées 

cellulaires. Sur la base de ce qui a été mis en place au laboratoire, les VEs ajoutées sur les SH-

C
ro

is
sa

n
ce

 N
e

u
ri

ti
q

u
e

 5
 (

µ
m

)

VEs

VEs + SB431542

Ctrl

Cinétique expérimentale 



Discussion 
 

138 
 

SY5Y ont été quantifiées par NTA à partir du mélange des fractions ODG-positives (F4, F5, 

F6). Une quantité de 106 vésicules a été déterminée comme optimale pour induire une 

croissance neuritique sur cette lignée. En outre, lors de ce type de tests il est impératif de rester 

vigilant sur nombre de passages des cellules en culture, au support utilisé pour la culture et à la 

qualité du milieu, car il n’est pas rare que d’un lot de sérum à un autre les cellules ne montrent 

pas la même morphologie. Dans notre étude, nous avons eu des difficultés à reproduire les 

résultats obtenus au laboratoire chez HCS pharma. Un des biais pourrait être l’estimation des 

VEs à ajouter en se basant sur le NTA. Comme nous l’avons vu, cette technologie ne fait pas 

la différence entre des vésicules extracellulaires et des particules artefactuelles. Une 

standardisation basée non pas sur un comptage vésiculaire mais sur un dosage protéique 

pourrait être envisagée dans le cadre de ces expériences [303]. Comme solution, d’autres 

lignées cellulaires ont été testées, notamment les N1E115, issues d'un neuroblastome de rat qui 

présentent des tailles de neurites plus importantes, Ce qui semble être de bonnes conditions 

pour des mesure de croissance neuritique par les logiciels dédiés notamment Neurite Quant et 

Neurite Tracer (figure 48). L'optimisation et la standardisation du protocole expérimental dans 

ces études translationnelles reste une étape nécessaire.  

 

Figure 48 : Test préliminaire de l’effet vésiculaire sur les cellules N1E115 (neuroblastome de rat). Les 
cellules fixées ont été marquées à la phalloïdine en comparant la condition contrôle sans VEs (gauche) 
à la condition avec 106 vésicules ajoutées (droite). Les observations (flèches) semblent indiquées plus 
de neurites dans la condition avec VEs. La barre d’échelle correspond à 20 µm.  

En outre, notre étude a permis grâce à la comparaison de deux techniques d’isolement des VEs 

et à une étude protéomique exhaustive, de caractériser les protéines des vésicules 

extracellulaires d’origine microgliale chez la sangsue. Nous avons démontré qu’un isolement 

en gradient de densité d’OptiprepTM (ODG) permet l'élimination de contaminants et améliore 

la qualité de l'analyse des vésicules extracellulaires. Cette stratégie, dans la mesure du possible, 
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devrait être appliquée à toutes les méthodes d’analyse « omiques ». Cette optimisation de 

l'isolement et de la purification des vésicules extracellulaires a été une étape cruciale dans la 

réalisation des tests fonctionnels afin d'établir leur rôle dans le dialogue neurone-microglie. Des 

études antérieures ont démontré que des sous-populations de microglies activées sont recrutées 

sur le site de la lésion dans le SNC de sangsue [28]. Dans la présente étude nous avons montré 

que ces cellules microgliales activées sont capables d’une sécrétion importante de vésicules 

extracellulaires. Par la combinaison de techniques de caractérisation du cargo protéique et de 

tests fonctionnels in vitro, des premiers éléments indiquent que ces vésicules ont un effet sur 

l’induction de la croissance neuritique et donc un potentiel effet neurotrophique.  
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CONCLUSION/PERSPECTIVES 

Lors de ces dix dernières années, le domaine d’étude sur les vésicules extracellulaires a connu 

un intérêt grandissant accompagné d’un panel d’applications élargi de jour en jour. Le nombre 

de publications est en évolution constante, avec à un besoin croissant de standardisation de 

l’isolement, de la caractérisation mais aussi de l’utilisation fonctionnelle de ces nanoparticules.  

Les vésicules extracellulaires dérivées de microglies sont devenues l’objet de recherches 

intensives visant à élucider leurs rôles dans la consolidation ou l’élagage synaptique, dans la 

modulation de la réponse astrocytaire, ainsi que dans l’instruction des stimuli inflammatoires 

par les cellules voisines. De même, des progrès ont été accomplis pour comprendre comment 

les VEs de différentes sources peuvent affecter et réguler la fonction microgliale, en modifiant 

leur profil inflammatoire et/ou leur capacité du maintien de l’homéostasie nerveuse en 

éliminant, par exemple des protéines agrégées toxiques. Dans le contexte particulier de la 

neurodégénérescence, les VEs dérivées de la microglie suscitent un vif intérêt en raison de leurs 

rôles multiples et controversés. Si, d'une part, les VEs libérées par la microglie se sont révélées 

essentiels à la propagation des protéinopathies, plusieurs rapports soulignent leur contribution 

bénéfique à l’élimination des agrégats de protéines et à la régulation de la fonction neuronale.  

Le projet de thèse présenté dans ce manuscrit s'intègre dans la thématique de recherche de notre 

équipe qui travaille à la caractérisation de cellules microgliales de sangsue et à l'étude de leur 

activation à la suite d’une lésion expérimentale. Cette approche comporte l'apparition de 

nanostructures sur le site de la lésion, initialement interprétées comme des artefacts 

expérimentaux. En effet, ce qu’on pensait être des « poussières » pouvait être des particules 

biologiquement actives, d'où l'intérêt d'un travail de recherche ciblé sur leur isolement et leur 

caractérisation morphologique et protéomique. 

Nous avons pu montrer par la combinaison de plusieurs techniques que les cellules microgliales 

de sangsue avaient la capacité de secréter des vésicules extracellulaires. Nous avons comparé 

deux techniques d'isolement des VEs, l’ultracentrifugation seule (culot-UC) et l’isolement en 

gradient d’OptiprepTM (ODG), afin de déterminer la méthode qui induit la présence de moins 

de contaminants possibles dans le culot vésiculaire. 

Les deux techniques conduisent à l’isolement des VEs dont la taille va de 50 à 200 nm. 

Cependant, l’isolement par ODG a montré une meilleure efficacité quand au rendement et à la 

qualité du cargo protéique analysé. En effet, de part la comparaison avec le top 100 des 
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protéines retrouvées dans les vésicules et répertoriées dans ExoCarta, la signature vésiculaire a 

été augmentée au moins d’un facteur 2 par rapport au culot-UC. Il est également intéressant de 

voir que les vésicules microgliales de sangsue présentent un cargo protéique assez similaire à 

ce qui a pu être identifiée chez les mammifères.  

Les résultats obtenus lors de l’analyse de l’interactome du cargo protéique des VEs des cellules 

microgliales de sangsue suggèrent l’implication de ces vésicules dans un contexte de 

neuroprotection, notamment pour le guidage axonal et l’induction de la repousse neuritique. Il 

est intéressant de voir que les tests fonctionnels ont confirmé cet effet de manière assez robuste 

sur les neurones de sangsue, reflétant ce rôle et cette voie de communication entre les cellules 

microgliales et les neurones.  

Après ces premières découvertes sur les vésicules extracellulaires microgliales de sangsue, 

plusieurs perspectives de travail sont envisageables et on peut les séparer en deux voies d'études 

exploitables. 

La première est plutôt axée sur la compréhension des mécanismes qui régulent l’internalisation 

des vésicules extracellulaires microgliales. Cette étude pourrait être basée sur le couplage d’une 

protéine vésiculaire marquée à la GFP exprimée de manière stable dans les VEs secrétées et le 

suivi du signal GFP dans les neurones. De telles études peuvent être également associées à des 

expériences d'inhibition compétitive via l’utilisation d’anticorps spécifiques dirigés contre une 

protéine d’intérêt. Les vésicules ainsi traitées seront ajoutées à la culture neuronale et suivies 

pour voir l’effet de telle inhibition sur l’induction de la croissance neuritique ou sur d'autres 

changements cellulaires.  

Pour la deuxième voie il serait intéressant de voir à quel degré le cargo protéique vésiculaire 

intervient dans l’induction de la croissance neuritique. Dans ce cadre, il faudra orienter la 

réponse microgliale in vitro en fonction des stimuli utilisés et revenir sur l'ATP pour définir par 

exemple la cinétique de libération des VEs. Utiliser des facteurs pro-inflammatoires ou des 

facteurs chimioattractants déjà caractérisés chez la sangsue comme l’IL16, l’EMAP2 ou le 

C1Q. Cela permettrait de faire varier le cargo vésiculaire et déterminer quelle sous population 

vésiculaire induit le meilleur effet sur l’induction de la croissance neuritique. Il serait également 

intéressant d’analyser le milieu conditionné des cellules réceptrices afin de rechercher 

d’éventuels changements dans le profil protéique de leur sécrétome, avant et après 

l’internalisation des vésicules. Ce contenu différentiel aiderait à identifier la réponse de la 

cellule réceptrice en termes de facteurs secrétés suite à la stimulation vésiculaire. Une telle 
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étude peut aussi être menée sur des composants vésiculaires autres que les protéines. En effet, 

les acides nucléiques type miRNA empaquetées dans les vésicules microgliales de sangsue font 

l’objet d’une travail de thèse actuellement mené au laboratoire. 

Il est possible d’imaginer d’autres moyens de tester l’effet vésiculaire autrement que par la 

mesure de la croissance neuritique. Dans un contexte neuronal, il serait intéressant de voir 

l’effet des vésicules sur l’induction des reconnexions synaptiques. Cela pourrait être déterminé 

par des techniques d’électrophysiologie et enregistrement de signal ou par des logiciels dédiés 

qui ont fait leurs preuves comme le plugin sholl dans imageJ qui détermine le nombre de 

reconnexions dans un réseau neuritique [316]. Des outils de biologie moléculaire comme la 

PCR quantitative peuvent aussi apporter de réponses intéressantes pour l'étude de la modulation 

génique dans la cellule cible, avant et après stimulation. Des molécules candidates d’intérêt, 

connues pour être impliquées dans les mécanismes de réparation comme la BDNF pourraient 

être suivi en PCR quantitative pour voir l’évolution de leur expression en fonction du traitement 

en présence de vésicules. 

Ces perspectives peuvent être appliquées en parallèle sur les neurones de sangsue et sur des 

neurones de mammifères (modèle murin et/ou humain) dans une dynamique translationnelle 

inter-espèces. En outre, nous avons montré dans cette étude que les cellules microgliales de 

sangsue secrétées une grande quantité de VEs. En effet 5 millilitres de milieu conditionné 

suffisaient pour mener à bien les experimentations. Le modèle sangsue, reste très attrayant 

quant à la facilité d’isolement et de séparation des populations cellulaires. D’un point de vue 

accessibilité et éthique, le fait d’être sur un modèle annélide décomplexifie très largement les 

processus d’obtention et d’utilisation des animaux. De plus, la conservation de la nature du 

cargo protéique analysé, suggère fortement une conservation au niveau fonctionnel et 

mécanismes d’actions.    

L’avantage des études sur les vésicules extracellulaires est l'énorme étendue des applications 

possibles du fait de leur présence dans la plupart des types cellulaires et fluides biologiques. 

Les avancées sur les techniques d’isolement et la manipulation de leur composition évoluent 

rapidement. Jusqu'à là beaucoup de découvertes pertinentes ont déjà vu le jour et tout porte à 

croire que ce n’est qu’un commencement.
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Abstract 

The last decade has seen a sharp increase in the number of scientific publications describing 

physiological and pathological functions of extracellular vesicles (EVs), a collective term 

covering varioussubtypesofcell-released, membranousstructures, called exosomes, 

microvesicles, micropar- ticles, ectosomes, oncosomes, apoptotic bodies, and many 

othernames.However,specificissuesarise when working with these entities, whose size and 

amount often make them difficult to obtain as relatively pure preparations, and to characterize 

properly. The International Society for Extracellular Vesicles (ISEV) proposed Minimal 

Information for Studies of Extracellular Vesicles (“MISEV”) guidelines for the field in 2014. 

We now update these “MISEV2014” guidelines based on evolution of the collective knowledge 

in the last four years. An important point to consider is that ascribing a specific function to EVs 

in general, or to subtypes of EVs, requires reporting of specific information beyond mere 

description of function in a crude, potentially contaminated, and heterogeneous preparation. For 

example, claims that exosomes are endowed with exquisite and specific activities remain 

difficult to support experimentally, given our still limited knowledge of their specific molecular 

machineries of biogenesis and release, as compared with other biophysically similar EVs. The 

MISEV2018 guidelines include tables and outlines of suggested protocols and steps to follow 

to document specific EV-associated functional activities. Finally, a checklist is provided with 

summaries of key points. 
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Abstract 

In Mammals, microglial cells are considered as the resident immune cells in central nervous 

system (CNS). Many studies demonstrated that, after injury, these cells are activated and 

recruited at the lesion site. Leech microglia present a similar pattern of microglial activation 

and migration upon experimental lesion of CNS. This activation is associated with the release 

of a large amount of Extracellular Vesicles (EVs).  

We collected EVs released by microglia primary culture and compared two different 

protocols of isolation: one with differential ultracentrifugation and one using an additional 

Optiprep™ Density Gradient (ODG) ultracentrifugation. Nanoparticles tracking analysis and 

transmission electron microscopy were used to assess vesicles size and morphology. The 

protein content of isolated EVs was assessed by mass spectrometry approaches. Results showed 

the presence of EV-specific proteins in both procedures. The extensive proteomic analysis of 

each single ODG fractions confirmed the efficiency of this protocol in limiting the presence of 

co-isolated proteins aggregates and other membranous particles during vesicles isolation. The 

present study permitted for the first time the characterization of microglial EV protein content 

in an annelid model. Interestingly, an important amount of proteins found in leech vesicles were 

previously described in EV-specific databases.  
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Abstract 

In healthy or pathological brain, the neuroinflammatory state is supported by a strong 

communication involving microglia and neurons. Recent studies indicate that extracellular 

vesicles (EVs), including exosomes and microvesicles, play a key role in the physiological 

interactions between cells allowing Central Nervous System (CNS) development and/or 

integrity. The present report used medicinal leech CNS to investigate microglia/neuron 

crosstalk from ex vivo approaches as well as primary cultures. The results demonstrated a large 

production of exosomes from activated microglia. Their incubation to primary neuronal 

cultures showed a strong interaction with neurites. In addition, neurite outgrowth assays 

demonstrated microglia exosomes to exhibit significant neurotrophic activities using at least a 

TGF-β family member, called nGDF. Of interest, the results also showed an EV-mediated 

dialog between leech microglia and rat cells highlighting this communication to be more a 

matter of molécules than of species. Taken together, the present report brings a new insight into 

the microglia/neuron crosstalk in CNS and would help deciphering the molecular evolution of 

such a cell communication in brain. 
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granted by the terms of the license, no part of the Wiley Materials may be copied, 

modified, adapted (except for minor reformatting required by the new Publication), 

translated, reproduced, transferred or distributed, in any form or by any means, and 

no derivative works may be made based on the Wiley Materials without the prior 

permission of the respective copyright owner.For STM Signatory Publishers 

clearing permission under the terms of the STM Permissions Guidelines only, 

the terms of the license are extended to include subsequent editions and for 

editions in other languages, provided such editions are for the work as a whole 

in situ and does not involve the separate exploitation of the permitted figures 

or extracts,You may not alter, remove or suppress in any manner any copyright, 

trademark or other notices displayed by the Wiley Materials. You may not license, 

rent, sell, loan, lease, pledge, offer as security, transfer or assign the Wiley Materials 

on a stand-alone basis, or any of the rights granted to you hereunder to any other 

person. 

• The Wiley Materials and all of the intellectual property rights therein shall at all 

times remain the exclusive property of John Wiley & Sons Inc, the Wiley 

Companies, or their respective licensors, and your interest therein is only that of 

having possession of and the right to reproduce the Wiley Materials pursuant to 

Section 2 herein during the continuance of this Agreement. You agree that you own 

no right, title or interest in or to the Wiley Materials or any of the intellectual 

property rights therein. You shall have no rights hereunder other than the license as 

provided for above in Section 2. No right, license or interest to any trademark, trade 

name, service mark or other branding ("Marks") of WILEY or its licensors is 

granted hereunder, and you agree that you shall not assert any such right, license or 

interest with respect thereto 

• NEITHER WILEY NOR ITS LICENSORS MAKES ANY WARRANTY OR 

REPRESENTATION OF ANY KIND TO YOU OR ANY THIRD PARTY, 

EXPRESS, IMPLIED OR STATUTORY, WITH RESPECT TO THE 

MATERIALS OR THE ACCURACY OF ANY INFORMATION CONTAINED 

IN THE MATERIALS, INCLUDING, WITHOUT LIMITATION, ANY IMPLIED 

WARRANTY OF MERCHANTABILITY, ACCURACY, SATISFACTORY 

QUALITY, FITNESS FOR A PARTICULAR PURPOSE, USABILITY, 

INTEGRATION OR NON-INFRINGEMENT AND ALL SUCH WARRANTIES 

ARE HEREBY EXCLUDED BY WILEY AND ITS LICENSORS AND WAIVED 

BY YOU.  

• WILEY shall have the right to terminate this Agreement immediately upon breach 

of this Agreement by you. 

http://www.stm-assoc.org/copyright-legal-affairs/permissions/permissions-guidelines/


Autorisations d’utilisation des figures  
 

186 
 

• You shall indemnify, defend and hold harmless WILEY, its Licensors and their 

respective directors, officers, agents and employees, from and against any actual or 

threatened claims, demands, causes of action or proceedings arising from any breach 

of this Agreement by you. 

• IN NO EVENT SHALL WILEY OR ITS LICENSORS BE LIABLE TO YOU OR 

ANY OTHER PARTY OR ANY OTHER PERSON OR ENTITY FOR ANY 

SPECIAL, CONSEQUENTIAL, INCIDENTAL, INDIRECT, EXEMPLARY OR 

PUNITIVE DAMAGES, HOWEVER CAUSED, ARISING OUT OF OR IN 

CONNECTION WITH THE DOWNLOADING, PROVISIONING, VIEWING OR 

USE OF THE MATERIALS REGARDLESS OF THE FORM OF ACTION, 

WHETHER FOR BREACH OF CONTRACT, BREACH OF WARRANTY, 

TORT, NEGLIGENCE, INFRINGEMENT OR OTHERWISE (INCLUDING, 

WITHOUT LIMITATION, DAMAGES BASED ON LOSS OF PROFITS, DATA, 

FILES, USE, BUSINESS OPPORTUNITY OR CLAIMS OF THIRD PARTIES), 

AND WHETHER OR NOT THE PARTY HAS BEEN ADVISED OF THE 

POSSIBILITY OF SUCH DAMAGES. THIS LIMITATION SHALL APPLY 

NOTWITHSTANDING ANY FAILURE OF ESSENTIAL PURPOSE OF ANY 

LIMITED REMEDY PROVIDED HEREIN.  

• Should any provision of this Agreement be held by a court of competent jurisdiction 

to be illegal, invalid, or unenforceable, that provision shall be deemed amended to 

achieve as nearly as possible the same economic effect as the original provision, and 

the legality, validity and enforceability of the remaining provisions of this 

Agreement shall not be affected or impaired thereby.  

• The failure of either party to enforce any term or condition of this Agreement shall 

not constitute a waiver of either party's right to enforce each and every term and 

condition of this Agreement. No breach under this agreement shall be deemed 

waived or excused by either party unless such waiver or consent is in writing signed 

by the party granting such waiver or consent. The waiver by or consent of a party to 

a breach of any provision of this Agreement shall not operate or be construed as a 

waiver of or consent to any other or subsequent breach by such other party.  

• This Agreement may not be assigned (including by operation of law or otherwise) 

by you without WILEY's prior written consent. 

• Any fee required for this permission shall be non-refundable after thirty (30) days 

from receipt by the CCC. 

• These terms and conditions together with CCC's Billing and Payment terms and 

conditions (which are incorporated herein) form the entire agreement between you 

and WILEY concerning this licensing transaction and (in the absence of fraud) 

supersedes all prior agreements and representations of the parties, oral or written. 

This Agreement may not be amended except in writing signed by both parties. This 

Agreement shall be binding upon and inure to the benefit of the parties' successors, 

legal representatives, and authorized assigns.  

• In the event of any conflict between your obligations established by these terms and 

conditions and those established by CCC's Billing and Payment terms and 

conditions, these terms and conditions shall prevail. 

• WILEY expressly reserves all rights not specifically granted in the combination of 

(i) the license details provided by you and accepted in the course of this licensing 

transaction, (ii) these terms and conditions and (iii) CCC's Billing and Payment 

terms and conditions. 

• This Agreement will be void if the Type of Use, Format, Circulation, or Requestor 

Type was misrepresented during the licensing process. 



Autorisations d’utilisation des figures  
 

187 
 

• This Agreement shall be governed by and construed in accordance with the laws of 

the State of New York, USA, without regards to such state's conflict of law rules. 
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ANNEXES 

Tableau supplémentaire 1 : contenu protéique F1  

Protein Ids Gene Name  Protein Ids Gene Name 

P62987 UBA52  P20742 PZP 

P62805 HIST1H4A  P22735 TGM1 

P02549 SPTA1  P25311 AZGP1 

P27216 ANXA13  P29508 SERPINB3 

P01023 A2M  P31151 S100A7 

P02545 LMNA  P31944 CASP14 

P02647 APOA1  P35908 KRT2 

P04040 CAT  P42357 HAL 

P04406 GAPDH  P60709; P63261 ACTB; ACTG1 

Q99878 HIST1H2AJ  Q5VTE0; P68104 EEF1A1P5; EEF1A1 

P05089 ARG1  P81605 DCD 

P05109 S100A8  Q01469; A8MUU1 FABP5 

P06576 ATP5B  Q02413 DSG1 

P06702 S100A9  Q08188 TGM3 

P06733 ENO1  Q08554 DSC1 

P07355; A6NMY6 ANXA2; ANXA2P2  Q13557 CAMK2D 

P07900 HSP90AA1  Q13835 PKP1 

P11142 HSPA8  Q13867 BLMH 

P12273 PIP  Q16777 HIST2H2AC 

P14923; P35222 JUP  Q5T749 KPRP 

P15924 DSP  Q5T750 XP32 

Q96P63 SERPINB12  Q6UWP8 SBSN 

Q96QA5 GSDMA  Q6ZVX7 NCCRP1 

 

Tableau supplémentaire 2 : contenu protéique F2 

Protein IDs Gene name  Protein IDs Gene name 

P04406 GAPDH  P22735 TGM1 

P48058 GRIA4  P25311 AZGP1 

P62987 UBA52  P25788 PSMA3 

P07900 HSP90AA1  P29508 SERPINB3 

P02549 SPTA1  P31151 S100A7 

P27216 ANXA13  P31944 CASP14 

O14818;Q8TAA3 PSMA7;PSMA8  P35908 KRT2 

O75223 GGCT  P42357 HAL 

P01040 CSTA  P47929 LGALS7 

P01857 IGHG1  P60709 ACTB;ACTG1 

P01876 IGHA1  Q5VTE0;P68104 EEF1A1P5;EEF1A1 

P02545 LMNA  P81605 DCD 

P02788 LTF  Q01469 FABP5 

P04040 CAT  Q02413 DSG1 
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P04406 GAPDH  Q06830 PRDX1 

P04792 HSPB1  Q08188 TGM3 

Q99878 HIST1H2AJ  Q08554 DSC1 

P05089 ARG1  Q13835 PKP1 

P05109 S100A8  Q13867 BLMH 

P06702 S100A9  Q14574 DSC3 

P06733 ENO1  Q15517 CDSN 

P07339 CTSD  Q16777 HIST2H2AC 

P07355;A6NMY6 ANXA2;ANXA2P2  Q5T749 KPRP 

P11142 HSPA8  Q5T750 XP32 

P13639;Q15029 EEF2  Q6UWP8 SBSN 

P14618;P30613 PKM  Q6ZVX7 NCCRP1 

P14923 JUP  Q8WVV4 POF1B 

P15924 DSP  Q96P63 SERPINB12 

Q9NZT1 CALML5  Q96QA5 GSDMA 

 

Tableau supplémentaire 3 : contenu protéique F3 

Protein IDs Gene names  Protein IDs Gene names 

P41732 TSPAN7A  P04083 ANXA1 

O15394 NCAM2  P04406 GAPDH 

P20073 ANXA7  Q99878 HIST1H2AJ 

Q86YT5 SLC13A5  P05089 ARG1 

P61601 NCALD  P05109 S100A8 

P04406 GAPDH  P06576 ATP5B 

P48058 GRIA4, GLUR4  P06702 S100A9 

P62987 UBA52  P06733 ENO1 

P28331 NDUFS1  P07355 ANXA2;ANXA2P2 

O15394 NCAM2  P08238 HSP90AB1 

Q9H4M9 EHD1  P12273 PIP 

P25705 ATP5A1  P13639 EEF2 

P11277 SPTB, SPTB1  P14618 PKM 

P40925 MDH1  P14923 JUP 

P62805 HIST1H4A  P15924 DSP 

P05023 ATP1A1  P22735 TGM1 

P20073 ANXA7  P25311 AZGP1 

P08758 ANXA5  P29508 SERPINB3 

Q16720 ATP2B3  P31151 S100A7 

P50395 GDI2  P31944 CASP14 

P04075 ALDOA, ALDA  P35908 KRT2 

P62166 NCS1  P60709 ACTB;ACTG1 

P55786 NPEPPS  P63010 AP2B1 

P11216 PYGB  Q5VTE0 EEF1A1P5;EEF1A1 

Q14254 FLOT2  P81605 DCD 

P02549 SPTA1, SPTA  P84090 ERH 

P02549 SPTA1, SPTA  Q01469 FABP5 
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P52789 HK2  Q02413 DSG1 

O75131 CPNE3  Q06830 PRDX1 

Q68DQ2 CRYBG3  Q08188 TGM3 

P27216 ANXA13, ANX13  Q08554 DSC1 

P02549 SPTA1, SPTA  Q13557 CAMK2D 

P02549 SPTA1, SPTA  Q13835 PKP1 

Q99880 HIST1H2B  Q13867 BLMH 

O75223 GGCT  Q15517 CDSN 

P02545 LMNA  Q5T749 KPRP 

P04075 ALDOA  Q5T750 XP32 

Q96P63 SERPINB12  Q6UWP8 SBSN 

Q9NZT1 CALML5  Q6ZVX7 NCCRP1 

Q9UQM7 CAMK2A  Q8WVV4 POF1B 

 

Tableau supplémentaire 4 : contenu protéique F4 

Protein IDs Gene names  Protein IDs Gene names 

Q9UIQ6 LNPEP  P22303 ACHE 

Q9MYU4 ENTPD1  P63010 
AP2B1, ADTB2,  

CLAPB1 

P21333 FLNA  Q9H4M9 EHD1 

Q16822 PCK2, PEPCK2  Q00169 PITPNA, PITPN 

A0FGR9 ESYT3  Q05193 DNM1, DNM 

P40123 CAP2  P35573 AGL 

P41732 TSPAN7A  Q14254 FLOT2 

P13591 NCAM1  Q9H4B7 TUBB1 

O15394 NCAM2, NCAM21  P11217 PYGM 

P20073 ANXA7  P62266 RPS23 

Q86YT5 SLC13A5  P78371 CCT2 

P42765 ACAA2  Q8NF91 SYNE1 

Q9NZN3 EHD3  P28838 LAP3 

P40227 CCT6A  P02549 SPTA1, SPTA 

P50990 CCT8  O43570 CA12 

Q9BYV1 AGXT2  Q9P2R7 SUCLA2 

Q6NSJ0 MYORG, KIAA1161  P17987 TCP1 

P01116 KRAS  P31040 SDHA, SDH2, SDHF 

Q9NZM1 MYOF  P35573 AGL, GDE 

Q9HAC7 SUGCT  Q00610 CLTC 

A0FGR8 ESYT2  P17858 PFKL 

Q9H0C2 SLC25A31  Q14204 DYNC1H1 

P08559 PDHA1, PHE1A  Q13813 SPTAN1 

P48728 AMT, GCST  P17858 PFKL 

P50148 GNAQ, GAQ  P02549 SPTA1, SPTA 

Q12955 ANK3  P52789 HK2 

P61601 NCALD  P09471 GNAO1 

P22303 ACHE  P98164 LRP2 
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Q5R3I4 TTC38  Q12955 ANK3 

Q9Y281 CFL2  O75131 CPNE3 

Q9Y2M2 SSUH2  Q9HAV0 GNB4 

Q96FN4 CPNE2  Q68DQ2 CRYBG3 

Q99497 PARK7  Q9H2A2 ALDH8A1 

P04843 RPN1  Q13813 SPTAN1 

P04406 GAPDH  P11217 PYGM 

P35241 RDX  P05026 ATP1B1, ATP1B 

Q9UNW1 MINPP1  Q9HAV0 GNB4 

P60174 TPI1, TPI  P31040 SDHA, SDH2, SDHF 

O00534 VWA5A  Q6UY18 LINGO4 

P06576 ATP5B  Q9H330 TMEM245 

P62258 YWHAE  P15531 NME1 

P48058 GRIA4, GLUR4  P30153 PPP2R1A 

Q9UBV8 PEF1  P62826 RAN 

Q8TE04 PANK4  Q16620 NTRK2, TRKB 

P15531 NME1  P38606 ATP6V1A 

P09936 UCHL1  Q8WWI5 SLC44A1 

P55087 AQP4  P49591 SARS 

Q16891 IMMT  Q9P2R7 SUCLA2 

O75306 NDUFS2  P27216 ANXA13, ANX13 

P00505 GOT2  P02549 SPTA1, SPTA 

P40926 MDH2  P26641 EEF1G, EF1G 

Q9BW91 NUDT9  Q14204 DYNC1H1 

P50991 CCT4  Q16822 PCK2 

P80404 ABAT  P36957 DLST 

O75311 GLRA3  P22314 UBA1 

P32121 ARRB2  P14618 PKM 

Q92959 SLCO2A1  P29401 TKT 

P62987 UBA52  Q92598 HSPH1, HSP105 

P35573 AGL  P09467 FBP1, FBP 

Q14764 MVPLRP  P28838 LAP3 

Q07837 SLC3A1  P02549 SPTA1, SPTA 

P28331 NDUFS1  P22309 UGT1A1 

P55072 VCP  Q13200 PSMD2, TRAP2 

Q99460 PSMD1  O00299 CLIC1 

P35606 COPB2  

O14818; 
Q8TAA3 PSMA7;PSMA8 

Q2TAA5 ALG11; GT8  O43548 TGM5 

P30531 SLC6A1  

O43707;P12814; 
P35609 ACTN4;ACTN1 

O95202 LETM1  O60437 PPL 

O15394 NCAM2  Q99880 HIST1H2BL 

P40926 MDH2  O75223 GGCT 

O60635 TSPAN1  O75342 ALOX12B 

P13639 EEF2, EF2  P00338 LDHA 

P50993 ATP1A2  P00491 PNP 
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P22694 PRKACB  P00558;P07205 PGK1;PGK2 

Q9H4M9 EHD1  P01040 CSTA 

P09493 TPM1  P01857 IGHG1 

O43301 HSPA12A  P01876;P01877 IGHA1 

P18206 VCL  P02545 LMNA 

P07951 TPM2, TMSB  P02786 TFRC 

O75473 LGR5  P02788 LTF 

P32119 PRDX2  P04040 CAT 

P48506 GCLC  P04075 ALDOA 

P36543 ATP6V1E1  P04406 GAPDH 

Q06830 PRDX1  P04792 HSPB1 

A6NGN9 IGLON5  Q99878 HIST1H2AJ 

P25705 ATP5F1A  P05023 ATP1A1 

P05091 ALDH2  P05089 ARG1 

P31150 GDI1  P05109 S100A8 

Q9H3G5 CPVL  P06396 GSN 

P43004 SLC1A2  P06702 S100A9 

P11177 PDHB, PHE1B  P06733 ENO1 

P41250 GARS  P07339 CTSD 

P23416 GLRA2  P07355;A6NMY6 ANXA2;ANXA2P2 

P35613 BSG  P09211 GSTP1 

P14618 PKM  P11021 HSPA5 

Q01484 ANK2, ANKB  P11142 HSPA8 

P55087 AQP4  

P11217;P11216; 
P06737 PYGM;PYGB;PYGL 

P35611 ADD1, ADDA  P12273 PIP 

P04844 RPN2  P13489 RNH1 

P21695 GPD1  P13639;Q15029 EEF2 

P11277 SPTB, SPTB1  P14618;P30613 PKM 

Q16822 PCK2  P14735 IDE 

P40925 MDH1  P14923 JUP 

O75131 CPNE3  P15924 DSP 

P62805 HIST1H4A  P19971 TYMP 

Q01362 MS4A2  P21281;P15313 ATP6V1B2;ATP6V1B1 

Q86WB7 UNC93A  P21333 FLNA 

P05023 ATP1A1  P22735 TGM1 

P36871 PGM1  P23526 AHCY 

P14868 DARS  P25311 AZGP1 

P20340 RAB6A, RAB6  P27348 YWHAQ 

P14625 HSP90B1  P29508 SERPINB3 

Q9HCJ6 VAT1L  P31151 S100A7 

P55072 VCP  P31944 CASP14 

P20073 ANXA7  P31947 SFN 

Q6PIU2 NCEH1  P34931 HSPA1L 

P62937 PPIA  P35579 MYH9 

Q13423 NNT  P35908 KRT2 
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P08758 ANXA5  P36952 SERPINB5 

P21912 SDHB, SDH, SDH1  P38606 ATP6V1A 

Q16720 ATP2B3  P42357 HAL 

P00367 GLUD1  P47929 LGALS7 

P22694 PRKACB  P48594 SERPINB4 

O95741 CPNE6  P49748 ACADVL 

P10809 HSPD1, HSP60  P55072 VCP 

A1L157 TSPAN11  P60174 TPI1 

Q12955 ANK3  P60709 ACTB;ACTG1 

Q6GMR7 FAAH2  P60842 EIF4A1;EIF4A2 

P50395 GDI2  P61158;Q9P1U1 ACTR3;ACTR3B 

P60953 CDC42  P61626 LYZ 

P09622 DLD  P63104 YWHAZ 

P04075 ALDOA, ALDA  P68133 ACTA1 

P51572 BCAP31  Q5VTE0;P68104 EEF1A1P5;EEF1A1 

Q14195 DPYSL3  P81605 DCD 

P07900 HSP90AA1  Q00610;P53675 CLTC 

Q6ZSS7 MFSD6  Q01469;A8MUU1 FABP5 

Q01484 ANK2  Q01546 KRT76 

Q9Y4L1 HYOU1  Q02413 DSG1 

Q9H330 TMEM245  Q06830 PRDX1 

P62166 NCS1  Q08188 TGM3 

Q15084 PDIA6  Q08554 DSC1 

O94760 DDAH1  Q13813 SPTAN1 

P13861 PRKAR2A  Q13835 PKP1 

Q6YP21 KYAT3  Q13867 BLMH 

Q14204 DYHC1  Q14204 DYNC1H1 

P49961 ENTPD1  Q15149 PLEC 

P11021 HSPA5G, RP78  Q15517 CDSN 

P04075 ALDO, AALDA  

Q71UI9;P0C0S5; 
Q96QV6 

HIST2H2AC;HIST2 
H2AA3 

P50148 GNAQ, GAQ  Q5T749 KPRP 

Q00765 REEP5  Q5T750 XP32 

P49411 TUFM  Q6UWP8 SBSN 

P55786 NPEPPS  Q6ZVX7 NCCRP1 

P30042 C21orf33HES1KNPI  Q71U36 TUBA1A 

Q9BWD1 ACAT2  Q7Z406;P35749 MYH14 

A8K2U0 A8K2U0  Q8WVV4 POF1B 

P53396 ACLY  Q96P63 SERPINB12 

P35611 ADD1, ADDA  Q96QA5 GSDMA 

P11216 PYGB  Q9HCY8 S100A14 

P48602 Vha68-1  Q9NZT1 CALML5 
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Tableau supplémentaire 5 : contenu protéique F5 

Protein Ids Gene names  Protein Ids Gene names 

Q9UIQ6 LNPEP  Q00765 REEP5 

P49961 ENTPD1  P49411 TUFM 

P21333 FLNA  P55786 NPEPPS 

Q16822 PCK2  P30042 C21orf33HES1KNPI 

P40123 CAP2  P61158 ACTR3 

P41732 TSPAN7A  Q9BWD1 ACAT2 

O15394 NCAM2, NCAM21  P11216 PYGB 

P20073 ANXA7  P48602 Vha68-1 

P17050 NAGA  P22303 ACHE 

Q86YT5 SLC13A5  Q9H4M9 EHD1 

P42765 ACAA2  P35573 AGL 

Q9NZN3 EHD3  Q14254 FLOT2 

P40227 CCT6A  Q9H4B7 TUBB1 

P50990 CCT8  P11217 PYGM 

Q9BYV1 AGXT2  P78371 CCT2 

Q6NSJ0 MYORG, KIAA1161  Q8NF91 SYNE1 

Q9NZM1 MYOF  P02549 SPTA1, SPTA 

Q9H9P8 L2HGDHC14orf160  Q9P2R7 SUCLA2 

Q9HAC7 SUGCT  P31040 SDHA, SDH2, SDHF 

A0FGR8 ESYT2  Q00610 CLTC 

Q9H0C2 SLC25A31  P17858 PFKL 

P48728 AMT, GCST  Q14204 DYHC1 

P50148 GNAQ, GAQ  Q13813 SPTAN1 

Q12955 ANK3  Q16822 PCK2 

P61601 NCALD  P02549 SPTA1, SPTA 

P22303 ACHE  P52789 HK2 

Q5R3I4 TTC38  P98164 LRP2 

Q9Y2M2 SSUH2  P07954 FH 

Q96FN4 CPNE2  Q12955 ANK3 

Q99497 PARK7  Q9P2R7 SUCLA2 

P04406 GAPDH  O75131 CPNE3 

P35241 RDX  Q9HAV0 GNB4 

P60174 TPI1, TPI  Q68DQ2 CRYBG3 

O00534 VWA5A  Q13813 SPTAN1 

P06576 ATP5B  P11217 PYGM 

Q8TED1 GPX8  P05026 ATP1B1, ATP1B 

P62258 YWHAE  P15531 NME1 

P48058 GRIA4, GLUR4  P30153 PPP2R1A 

Q9UBV8 PEF1  P62826 RAN 

Q8TE04 PANK4  Q16620 NTRK2, TRKB 

P09936 UCHL1  P35232 PHB 

P55087 AQP4  P38606 ATP6V1A 

Q16891 IMMT  Q8WWI5 SLC44A1 
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P00505 GOT2  P40926 MDH2 

P40926 MDH2  Q9P2R7 SUCLA2 

P50991 CCT4  P27216 ANXA13, ANX13 

P80404 ABAT  P02549 SPTA1, SPTA 

O75311 GLRA3  P26641 EEF1G, EF1G 

P32121 ARRB2  Q14204 DYHC1 

P62987 UBA52  Q16822 PCK2 

P35573 AGL  P36957 DLST 

Q14764 MVPLRP  P22314 UBA1 

P28331 NDUFS1  P14618 PKM 

P30531 SLC6A1  P29401 TKT 

O95202 LETM1  Q92598 HSPH1, HSP105 

O15394 NCAM2, NCAM21  P09467 FBP1, FBP 

P40926 MDH2  P28838 LAP3 

O60635 TSPAN1  P02549 SPTA1, SPTA 

P24534 EEF1B2  P22309 UGT1A1 

P13639 EEF2, EF2  Q99880 HIST1H2BL 

P22694 PRKACB  O75223 GGCT 

Q9H4M9 EHD1  P00558;P07205 PGK1;PGK2 

P09493 TPM1  P01040 CSTA 

O43301 HSPA12A  P01857 IGHG1 

P18206 VCL  P01876;P01877 IGHA1 

P07951 TPM2, TMSB  P02786 TFRC 

P32119 PRDX2  P02788 LTF 

Q06830 PRDX1  P04040 CAT 

A6NGN9 IGLON5  P04075 ALDOA, ALDA 

P25705 ATP5F1A  P04259 KRT6B 

P05091 ALDH2  P04406 GAPDH 

P31150 GDI1  P04745 AMY1A 

P21333 FLNA  P04792 HSPB1 

Q9H3G5 CPVL  Q99878 HIST1H2AJ 

P15104 GLUL  P05089 ARG1 

P43004 SLC1A2  P05109 S100A8 

P41250 GARS  P06396 GSN 

Q8TAA3 PSMA8  P06702 S100A9 

P23416 GLRA2  P06733 ENO1 

P35613 BSG  P07339 CTSD 

P14618 PKM  P07355;A6NMY6 ANXA2;ANXA2P2 

P55087 AQP4  P11021 HSPA5G, RP78 

P35611 ADD1, ADDA  P11142 HSPA8 

P04844 RPN2  P11217;P11216;P06737 PYGM;PYGB;PYGL 

P21695 GPD1  P12273 PIP 

P11277 SPTB, SPTB1  P13639;Q15029 EEF2 

P40925 MDH1  P14618;P30613 PKM 

O75131 CPNE3  P14923 JUP 

P62805 HIST1H4A  P15924 DSP 
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Q01362 MS4A2  P22735 TGM1 

Q86WB7 UNC93A  P23526 AHCY 

P36871 PGM1  P25311 AZGP1 

P14625 HSP90B1  P25788 PSMA3 

Q9HCJ6 VAT1L  P29508 SERPINB3 

P55072 VCP  P31151 S100A7 

Q6PIU2 NCEH1  P31944 CASP14 

P62937 PPIA  P32119 PRDX2 

Q13423 NNT  P35908 KRT2 

P21912 SDHB, SDH, SDH1  P38606 ATP6V1A 

Q16720 ATP2B3  P42357 HAL 

P00367 GLUD1  P47929 LGALS7 

P22694 PRKACB  P48594 SERPINB4 

P10809 HSPD1, HSP60  P55072 VCP 

Q12955 ANK3  P60709 ACTB 

P50395 GDI2  P61626 LYZ 

P60953 CDC42  Q5VTE0;P68104 EEF1A1P5;EEF1A1 

P09622 DLD  P81605 DCD 

P04075 ALDOA, ALDA  Q01469;A8MUU1 FABP5 

P51572 BCAP31  Q01546 KRT76 

Q14195 DPYSL3  Q02413 DSG1 

P07900 HSP90AA1  Q06830 PRDX1 

Q01484 ANK2, ANKB  Q08188 TGM3 

Q99832 CCT7  Q08554 DSC1 

Q9H330 TMEM245  Q13813 SPTAN1 

P62166 NCS1  Q13835 PKP1 

Q15084 PDIA6  Q13867 BLMH 

O94760 DDAH1  Q15517 CDSN 

Q6YP21 KYAT3  Q16777 HIST2H2AC 

Q14204 DYHC1  Q5T749 KPRP 

P49961 ENTPD1  Q5T750 XP32 

P26639 TARS  Q6UWP8 SBSN 

P11021 HSPA5G, RP78  Q8WVV4 POF1B 

P04075 ALDOA, ALDA  Q96DA0 ZG16B 

P50148 GNAQ, GAQ  Q96P63 SERPINB12 

Q96QA5 GSDMA    
 

Tableau supplémentaire 6 : contenu protéique F6 

Protein Ids Gene names  Protein Ids Gene names 

Q9MYU4 ENTPD1  P26641 EEF1G, EF1G 

P21333 FLNA  Q14204 DYHC1 

P04040 CAT  P36957 DLST 

Q9UBX3 SLC25A10  Q15102 PAFAH1B3 

P41732 TSPAN7A  P22314 UBA1 

P42704 LRPPR  P14618 PKM 
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O15394 NCAM2, NCAM21  P29401 TKT 

P20073 ANXA7  Q92598 HSPH1, HSP105 

P17050 NAGA  P09467 FBP1, FBP 

Q86YT5 SLC13A5  P28838 LAP3 

P42765 ACAA2  P02549 SPTA1, SPTA 

Q9NZN3 EHD3  P22309 UGT1A1 

P40227 CCT6A  Q13200 PSMD2, TRAP2 

P50990 CCT8  O00299 CLIC1 

Q9BYV1 AGXT2  O15523;O00571 DDX3Y;DDX3X 

Q6NSJ0 MYORG, KIAA1161  O14732 IMPA2 

Q9NZM1 MYOF  O14818;Q8TAA3 PSMA7;PSMA8 

Q9HAC7 SUGCT  O43175 PHGDH 

A0FGR8 ESYT2  O43240 KLK10 

O43149 ZZEF1  O43548 TGM5 

Q9H0C2 SLC25A31  O43707;P12814 ACTN4;ACTN1 

P49450 CENPA  O60437 PPL 

P08559 PDHA1, PHE1A  Q99880 HIST1H2BL 

P48728 AMT, GCST  O75223 GGCT 

P50148 GNAQ, GAQ  O75342 ALOX12B 

Q12955 ANK3  O75369 FLNB 

P61601 NCALD  O95833 CLIC3 

P22303 ACHE  P00338 LDHA 

Q5R3I4 TTC38  P00491 PNP 

Q9Y2M2 SSUH2  P01040 CSTA 

Q96FN4 CPNE2  P01857 IGHG1 

Q99497 PARK7  P01859;P01861 IGHG2;IGHG4 

P04406 GAPDH  P01876 IGHA1 

P62979 RPS27A  P02545 LMNA 

P60174 TPI1, TPI  P02786 TFRC 

O00534 VWA5A  P02788 LTF 

P06576 ATP5B  P04040 CAT 

P62258 YWHAE  P04075 ALDOA, ALDA 

P48058 GRIA4, GLUR4  P04083 ANXA1 

P67775 PPP2CA  P04406 GAPDH 

Q9UBV8 PEF1  P04792 HSPB1 

O95182 NDUFA7  P04843 RPN1 

P09936 UCHL1  Q99878 HIST1H2AJ 

P55087 AQP4  P05023 ATP1A1 

Q16891 IMMT  P05089 ARG1 

O75306 NDUFS2  P05091 ALDH2 

P00505 GOT2  P05109 S100A8 

P40926 MDH2  P12236;P05141; SLC25A6 

P80404 ABAT  P05387 RPLP2 

O75311 GLRA3  P06396 GSN 

P62987 UBA52  P06702 S100A9 

P35573 AGL  P06733 ENO1 
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Q14764 MVPLRP  P06753 TPM3 

P28331 NDUFS1  P07339 CTSD 

P55072 VCP  P07355;A6NMY6 ANXA2;ANXA2P2 

P28066 PSMA5  P07384 CAPN1 

Q8IW92 GLB1L2  P07476 IVL 

P30531 SLC6A1  P08670 VIM 

O95202 LETM1  P08865 RPSA 

O15394 NCAM2, NCAM21  P09211 GSTP1 

P40926 MDH2  P09525 ANXA4 

P13639 EEF2, EF2  P09972 ALDOC 

Q9BWM7 SFXN3  P0DMV9;P0DMV8 HSPA1B;HSPA1A 

P22694 PRKACB  P10599 TXN 

Q9H4M9 EHD1  P11021 HSPA5G, RP78 

P09493 TPM1  P11142 HSPA8 

O43301 HSPA12A  P11217;P11216 PYGM;PYGB;PYGL 

P18206 VCL  P11940 PABPC1 

P07951 TPM2, TMSB  P12081;P49590 HARS;HARS2 

P32119 PRDX2  P12273 PIP 

Q06830 PRDX1  P13489 RNH1 

Q9Y4W6 AFG3L2  P13639 EEF2, EF2 

A6NGN9 IGLON5  P13797 PLS3 

P25705 ATP5F1A  P14618 PKM 

P05091 #N/A  P14735 IDE 

P31150 GDI1  P14923 JUP 

Q6RUV5 CPVL  P15259 PGAM2 

Q9H3G5 CPVL  P15924 DSP 

P15104 GLUL  P17931 LGALS3 

P43004 SLC1A2  P18206 VCL 

P11177 PDHB, PHE1B  P19971 TYMP 

Q8TAA3 PSMA8  P21281;P15313 ATP6V1B2;ATP6V1B1 

P23416 GLRA2  P22392;O60361 NME2;NME2P1 

P14618 PKM  P22735 TGM1 

P55087 AQP4  P23396 RPS3 

P22303 ACHE  P23526 AHCY 

P35611 ADD1, ADDA  P25311 AZGP1 

P04844 RPN2  P25705 ATP5A1 

P04181 OAT  P25786 PSMA1 

P11277 SPTB, SPTB1  P25787 PSMA2 

P28330 ACADL  P25788 PSMA3 

P36542 ATP5  P25789 PSMA4 

P40925 MDH1  P26641 EEF1G, EF1G 

O75131 CPNE3  P27482 CALML3 

P62805 HIST1H4A  P28070 PSMB4 

Q01362 MS4A2  P28072 PSMB6 

Q86WB7 UNC93A  P28074 PSMB5 

P36871 PGM1  P29508 SERPINB3 
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P20340 RAB6A, RAB6  P30041 PRDX6 

P14625 HSP90B1  P30086 PEBP1 

Q9HCJ6 VAT1L  P31151 S100A7 

P55084 HADHB  P31943;P52597 HNRNPH1 

P55072 VCP  P31944 CASP14 

Q6PIU2 NCEH1  P31946 YWHAB 

P62937 PPIA  P31947 SFN 

Q13423 NNT  P34931 HSPA1L 

P21912 SDHB, SDH, SDH1  P35579 MYH9 

Q16720 ATP2B3  P35908 KRT2 

P00367 GLUD1  P36952 SERPINB5 

P22694 PRKACB  P37837 TALDO1 

P10809 HSPD1, HSP60  P38606 ATP6V1A 

A1L157 TSPAN11  P40121 CAPG 

P50395 GDI2  P40926 MDH2 

P60953 CDC42  P42357 HAL 

P09622 DLD  P46940 IQGAP1 

P04075 ALDOA, ALDA  P47929 LGALS7 

P55786 NPEPPS  P48594 SERPINB4 

P51572 BCAP31  P49189 ALDH9A1 

Q14195 DPYSL3  P49327 FASN 

P07900 HSP90AA1  P49368 CCT3 

Q01484 ANK2, ANKB  P49721 PSMB2 

Q9Y4L1 HYOU1  P50395;P31150 GDI2;GDI1 

Q9H330 TMEM245  P50452 SERPINB8 

P62166 NCS1  P51149 RAB7A 

O94760 DDAH1  P51659 HSD17B4 

Q6YP21 KYAT3  P52907 CAPZA1 

Q9HBL0 TNS1, TNS  P55072 VCP 

Q14204 DYHC1  P58107 EPPK1 

P11021 HSPA5G, RP78  P59998 ARPC4 

P04075 ALDOA, ALDA  P60174 TPI1 

Q00765 REEP5  P60709;P63261 ACTB;ACTG1 

P49411 TUFM  P60842;Q14240 EIF4A1;EIF4A2 

P55786 NPEPPS  P61158;Q9P1U1 ACTR3;ACTR3B 

P30042 C21orf33HES1KNPI  P61626 LYZ 

P35580 MYH10  P61803 DAD1 

Q9BWD1 ACAT2  P61981 YWHAG 

P35611 ADD1, ADDA  P62258 YWHAE 

P11216 PYGB  P63104 YWHAZ 

P48602 Vha68-1  

P68133;P68032; 
P63267;P62736 

ACTA1;ACTC1; 
ACTG2;ACTA2 

P22303 ACHE  Q5VTE0;P68104 EEF1A1P5;EEF1A1 

Q9H4M9 EHD1  P68366 TUBA4A 

P35573 AGL  P68371 TUBB4B 

P34897 SHMT2  P68871 HBB 
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P30038 ALDH4  P69905 HBA1 

Q14254 FLOT2  P80188 LCN2 

Q9H4B7 TUBB1  P81605 DCD 

Q02978 SLC25A11  P84085 ARF5 

P11217 PYGM  Q00610 CLTC 

Q16720 ATP2B3  Q00796 SORD 

P07954 FH  Q01469 FABP5 

Q8NF91 SYNE1  Q02413 DSG1 

P02549 SPTA1, SPTA  Q02878 RPL6 

Q9P2R7 SUCLA2  Q05639 EEF1A2 

P31040 SDHA, SDH2, SDHF  Q06830 PRDX1 

Q00610 CLTC  Q07065 CKAP4 

P17858 PFKL  Q08188 TGM3 

Q13813 SPTAN1  Q08554 DSC1 

P17858 PFKL  Q09666 AHNAK 

P02549 SPTA1, SPTA  Q13813 SPTAN1 

P52789 HK2  Q13835 PKP1 

P68032 ACTC1  Q13867 BLMH 

P28838 LAP3  Q14204 DYNC1H1 

P56134 ATP5J2  Q14574 DSC3 

P98164 LRP2  Q15149 PLEC 

Q9Y4W6 AFG3L2  Q15517 CDSN 

Q12955 ANK3  Q16610 ECM1 

Q9P2R7 SUCLA2  Q5T749 KPRP 

O75131 CPNE3  Q5T750 XP32 

Q9HAV0 GNB4  Q6UWP8 SBSN 

Q68DQ2 CRYBG3  Q6ZVX7 NCCRP1 

Q13813 SPTAN1  Q71U36 TUBA1A 

Q9NZT1 CALML5  Q7Z406 MYH14 

P11217 PYGM  Q86SG5 S100A7A 

P05026 ATP1B1, ATP1B  Q8IW75 SERPINA12 

P31040 SDHA, SDH2, SDHF  Q8WVV4 POF1B 

P15531 NME1  Q92817 EVPL 

P62826 RAN  Q96P63 SERPINB12 

Q16620 NTRK2, TRKB  Q96QA5 GSDMA 

P35232 PHB  Q9BQE3 TUBA1C 

P49448 GLUD1  Q9H0E2 TOLLIP 

Q68DQ2 CRYBG3  Q9HCY8 S100A14 

P62258 YWHAE  Q9NZH8 IL36G 

Q8WWI5 SLC44A1  Q9NZT1 CALML5 

P40926 MDH2  Q9UI42 CPA4 

Q9P2R7 SUCLA2  Q9UIV8 SERPINB13 

P27216 ANXA13, ANX13  Q9UJ70 NAGK 

P02549 SPTA1, SPTA  Q9UKQ9 KLK9 

Q9Y3R4 NEU2  Q9Y251 HPSE 
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Tableau supplémentaire 7 : contenu protéique F7 

Proteins IDs  Gens names   Proteins IDs  Gens names  

P41732 TSPAN7A  Q9P2R7 SUCLA2 

Q86YT5 SLC13A5  P27216 ANXA13, ANX13 

P42765 ACAA2  P02549 SPTA1, SPTA 

Q9NZM1 MYOF  Q96E52 OMA1 

Q9H0C2 SLC25A31  P36957 DLST 

P61601 NCALD  P02549 SPTA1, SPTA 

Q9Y2M2 SSUH2  O14732 IMPA2 

P04406 GAPDH  O14818;Q8TAA3 PSMA7;PSMA8 

P06576 ATP5B  O60437 PPL 

P55087 AQP4  Q99880 HIST1H2BL 

Q16891 IMMT  O75223 GGCT 

P00505 GOT2  P01876 IGHA1 

P40926 MDH2  P04040 CAT 

P80404 ABAT  P04075 ALDOA, ALDA 

O75311 GLRA3  P04406 GAPDH 

P62987 UBA52  P05089 ARG1 

Q14764 MVPLRP  P05109 S100A8 

P28331 NDUFS1  P06702 S100A9 

P30531 SLC6A1  P06733 ENO1 

O95202 LETM1  P07339 CTSD 

P40926 MDH2  P07355;A6NMY6 ANXA2;ANXA2P2 

Q9H4M9 EHD1  P0C0L5;P0C0L4 C4B;C4A 

O43301 HSPA12A  P11021 HSPA5G, RP78 

P32119 PRDX2  P11142 HSPA8 

A6NGN9 IGLON5  P11217;P11216;P06737 PYGM;PYGB;PYGL 

P25705 ATP5F1A  P12273 PIP 

P05091 ALDH2  P13639 EEF2, EF2 

P14618 PKM  P14923 JUP 

P11277 SPTB, SPTB1  P15924 DSP 

P36542 ATP5F1C  P17066 HSPA6;HSPA7 

P40925 MDH1  P35325 SPRR2B 

P14625 HSP90B1  P22735 TGM1 

Q13423 NNT  P25311 AZGP1 

P21912 SDHB, SDH, SDH1  P25788 PSMA3 

Q16720 ATP2B3  P29508 SERPINB3 

P00367 GLUD1  P31151 S100A7 

P10809 HSPD1, HSP60  P31944 CASP14 

P50395 GDI2  P35908 KRT2 

P09622 DLD  P47929 LGALS7 

P04075 ALDOA, ALDA  P48643 CCT5 

P07900 HSP90AA1  P60174 TPI1, TPI 

Q01484 ANK2, ANKB  P60709;P63261 ACTB;ACTG1 

Q9VWH4 l(1)G0156  P61626 LYZ 
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P15880 RPS2  Q5VTE0;P68104 EEF1A1P5;EEF1A1 

Q14204 DYHC1  P81605 DCD 

P11021 HSPA5G, RP78  Q01469 FABP5 

P30042 C21orf33HES1KNPI  Q02413 DSG1 

Q9BWD1 ACAT2  Q06830 PRDX1 

P11216 PYGB  Q08188 TGM3 

Q14254 FLOT2  Q08554 DSC1 

Q8NF91 SYNE1  Q13813 SPTAN1 

P02549 SPTA1, SPTA  Q13835 PKP1 

Q9P2R7 SUCLA2  Q13867 BLMH 

P31040 SDHA, SDH2, SDHF  Q5T749 KPRP 

Q00610 CLTC  Q5T750 XP32 

P02549 SPTA1, SPTA  Q6UWP8 SBSN 

Q9P2R7 SUCLA2  Q6ZVX7 NCCRP1 

Q68DQ2 CRYBG3  Q71U36 TUBA1A 

Q13813 SPTAN1  Q8WVV4 POF1B 

P04406 GAPDH  Q96P63 SERPINB12 

Q96QA5 GSDMA    
 

Tableau supplémentaire 8 : contenu protéique F8 

Proteins IDs Gene names  Proteins IDs Gene names 

P13637 AT1A3  Q68DQ2 CRYBG3 

P42892 ECE1  P31040 SDHA, SDH2, SDHF 

O15394 NCAM2, NCAM21  P27216 ANXA13, ANX13 

P20073 ANXA7  P02549 SPTA1, SPTA 

Q86YT5 SLC13A5  P36957 DLST 

Q16851 UGP2UGP1  P02549 SPTA1, SPTA 

Q9ULD0 OGDHL  O75223 GGCT 

P06576 ATP5B  O75342 ALOX12B 

P00505 GOT2  P04040 CAT 

P40926 MDH2  P04075 ALDOA, ALDA 

P80404 ABAT  P04406 GAPDH 

P11142 HSPA8  P05089 ARG1 

P04179 SOD2  P05109 S100A8 

Q4KMG0 CDON  P06702 S100A9 

Q9H4M9 EHD1  P07339 CTSD 

P30101 PDIA3  P07355;A6NMY6 ANXA2;ANXA2P2 

P25705 ATP5A1  P11217;P11216;P06737 PYGM;PYGB;PYGL 

P42892 ECE1  P12273 PIP 

P11277 SPTB, SPTB1  P14923 JUP 

P40925 MDH1  P15924 DSP 

P62805 HIST1H4A  P22735 TGM1 

P15104 GLUL  P25311 AZGP1 

P34059 GALNS  P29508 SERPINB3 

Q13423 NNT  P31151 S100A7 
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P08758 ANXA5  P31944 CASP14 

P00352 ALDH1A1  P35908 KRT2 

P00367 GLUD1  P47929 LGALS7 

P10809 HSPD1, HSP60  P60709;P63261 ACTB, ACTG1 

P09622 DLD  P60900 PSMA6 

Q2Y0W8 SLC4A8  Q5VTE0;P68104 EEF1A1P5;EEF1A1 

P11021 HSPA5G, RP78  P81605 DCD 

P11277 SPTB, SPTB1  Q01469 FABP5 

Q62433 Ndrg1  Q02413 DSG1 

P11216 PYGB  Q06830 PRDX1 

P11277 SPTB, SPTB1  Q08188 TGM3 

P02549 SPTA1, SPTA  Q08554 DSC1 

Q9P2R7 SUCLA2  Q13835 PKP1 

P31040 SDHA, SDH2, SDHF  Q5T749 KPRP 

P02549 SPTA1, SPTA  Q5T750 XP32 

Q9P2R7 SUCLA2  Q6UWP8 SBSN 

Q96QA5 GSDMA  Q96P63 SERPINB12 

 

Tableau supplémentaire 9 : contenu protéique culot-UC 

Protein IDs Gene name   Protein IDs Gene name  

P49961 ENTP1  P40925 MDH1 

P61764 STXB1  O75131 CPNE3 

P21333 FLNA  O15484 CAPN5 

P16870 CPE  Q01362 MS4A2 

P20073 ANXA7  P05023 AT1A1 

O95299 NDUFA10  P15104 GLUL  

P13637 AT1A3  P36871 PGM1 

Q15181 PPA1  Q2Y0W8 SLC4A8 

P41732 TSPAN7  P34059 GALNS 

Q8N0X4 CLYBL  P20340 RAB6A 

P38646 HSPA9  P14625 HSP90B1 

P42892 ECE1  Q92597 NDRG1 

P22695 UQCRC2  Q9HCJ6 VAT1L 

O15394 NCAM2  P55072 VCP 

P20073 ANXA7  P20073 ANXA7 

Q86YT5 SLC13A5  Q6PIU2 NCEH1 

P57103 SLC8A3  P62937 PPIA 

Q9NZM1 MYOF  Q13423 NNT 

P51649 ALDH5A1  P08758 ANXA5 

P62166 NCS1  P00352 ALDH1A1 

P40939 HADHA  P21912 SDHB 

P08236 GUSB  Q16720 ATP2B3 

O00217 NDUFS8  P00367 GLUD1 

Q9ULP0 NDRG4  P10809 HSPD1 

A0FGR8 ESYT2  P54819 AK2 
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Q9H0C2 SLC25A31  P12694 BCKDHA 

Q16851 UGP2  P61421 ATP6V0D1 

P35612 ADD2  P06744 GPI 

Q9ULD0 OGDHL  P05023 ATP1A1 

P08559 PDHA1  P50395 GDI2 

P48728 AMT  P60953 CDC42 

P60709 ACTB  P61224 RAP1B 

P50148 GNAQ  P09471 GNAO1 

P20336 RAB3A  P49821 NDUFV1 

P54920 NAPA  P09622 DLD 

Q12955 ANK3  Q9Y2Q0 ATP8A1 

P49257 LMAN1  P04075 ALDOA 

Q9HAV0 GNB4  P24539 ATP5F1 

P61601 NCALD  Q99643 SDHC 

Q5R3I4 TTC38  Q9P0J0 NDUFA13 

P48163 ME1  P16519 PCSK2 

Q9Y2M2 SSUH2  P21281 ATP6V1B2 

 P19021 PAM  Q14195 DPYSL3 

Q96FN4 CPNE2  P07900 HSP90AA1 

Q8WWF8 CAPSL  P48595 SERPINB10 

Q6P1M3 LLGL2  Q01484 ANK2 

P04406 GAPDH  O75964 ATP5L 

P35241 RDX  P59998 ARPC4 

P60174 TPI1  Q8NBX0 SCCPDH 

P06576 ATP5B  P05771 PRKCB 

P62258 YWHAE  P62166 NCS1 

P48058 GRIA4  O75439 PMPCB 

Q9UBV8 PEF1  O94760 DDAH1 

P56556 NDUFA6  P13861 PRKAR2A 

P15531 NME1  P09923 ALPI 

Q16849 PTPRN  P27824 CANX 

P21796 VDAC1  Q86Y39 NDUFA11 

Q9HBH5 RDH14  Q2Y0W8 SLC4A8 

Q16891 IMMT  P11021 HSPA5 

P00505 GOT2  Q6NUK1 SLC25A24 

P40926 MDH2  P11277 SPTB 

O75311 GLRA3  P49411 TUFM 

P06733 ENO1  P55786 NPEPPS 

P27348 YWHAQ 
 

Q68DQ2 CRYBG3 

P62987 UBA52  Q96AN5 TMEM143 

Q6KCM7 SLC25A25  P48047 ATP5O 

Q14764 MVP  O75947 ATP5H 

P11142 HSPA8  O94868 FCHSD2 

P28331 NDUFS1  P11216 PYGB 

P27797 CALR  Q9H4M9 EHD1 

P13637 AT1A3  Q14254 FLOT2 
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P30531 SLC6A1  Q13748 TUBA3D, TUBA3C 

O95202 LETM1  O95834 EML2 

Q9Y334 VWA7  P13693 TPT1 

Q8N3J6 CADM2  Q02978 SLC25A11 

Q9NY65 TUBA8  P11217 PYGM 

Q9Y305 ACOT9  Q02978 SLC25A11 

P04179 SOD2  Q8NF91 SYNE1 

Q9H4G0 EPB41L1  P02549 SPTA1 

Q68FR2 Bin2  Q9P2R7 SUCLA2 

O15394 NCAM2  P31040 SDHA 

Q99798 ACO2  Q00610 CLTC 

P40926 MDH2  Q6UXV4 APOOL 

O60635 TSPAN1  P00441 SOD1 

Q8NDA2 HMCN2  P02549 SPTA1SPTA 

O43252 PAPSS1  P56134 ATP5J2 

P50993 ATP1A2  P09471 GNAO1 

Q9H4M9 EHD1  Q9P2R7 SUCLA2 

P30101 PDIA3  Q9HAV0 GNB4 

O00533 CHL1  Q68DQ2 CRYBG3 

O43301 HSPA12A  Q13813 SPTAN1 

P18206 VCL  Q9NZT1 CALML5 

P05023 ATP1A1  P47985 UQCRFS1 

P43034 PAFAH1B1  P05026 ATP1B1 

P32119 PRDX2  P31040 SDHASDH2 

Q6ZMR3 LDHAL6A  P15531 NME1 

Q06830 PRDX1  Q9Y281 CFL2 

P61026 RAB10  Q16620 NTRK2 

Q00325 SLC25A3  P35232 PHB 

O75251 NDUFS7  P40926 MDH2 

Q16795 NDUFA9  Q9P2R7 SUCLA2 

A6NGN9 IGLON5  Q8WVQ1 CANT1 

P25705 ATP5F1A  P27216 ANXA13 

P42892 ECE1  P02549 SPTA1 

Q9UL45 BLOC1S6  O60503 ADCY9 

Q9H3G5 CPVL  P36957 DLST 

P43004 SLC1A2  P45880 VDAC2 

P53597 SUCLG1  P07237 P4HB 

P21579 SYT1  P02549 SPTA1 

P11177 PDHB  P62258 YWHAE 

O75489 NDUFS3  P02545 LMNA 

P10515 DLAT  P02751 FN1 

Q8NFI4 ST13P5  P02787 TF 

Q9NZT1 CALML5  P04114 APOB 

O75955 FLOT1  P05109 S100A8 

O14880 MGST3  P06396 GSN 

P14415 AT1B2  P06733;P13929; ENO1, ENO3, ENO2 
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P15259 PGAM2 

 

P11217;P11216; 
P06737 

PYGM, PYGB,  
PYGL 

P08574 CYC1  P14735 IDE 

P35613 BSG 

 

P15259;P18669; 
Q8N0Y7 

PGAM2, PGAM1,  
PGAM4 

P07205 PGK2 
 

P15924 DSP 

P04350 TUBB4A  P35908 KRT2 

P14618 PKM  P38606 ATP6V1A 

P55087 AQP4 

 

P60709;P63261; 
Q6S8J3,Q92193 

ACTB, ACTG1,  
POTEE, Actin 

P35611 ADD1 
 

Q5VTE0; P68104 EEF1A1P5, EEF1A1 

P19404 NDUFV2  P81605 DCD 

Q9UHW9 SLC12A6  Q13813 SPTAN1 

Q93050 ATP6V0A1  Q13835 PKP1 

P11277 SPTB  Q13885;Q9BVA1 TUBB2A, TUBB2B 

 

Tableau supplémentaire 10 : GO term ODG 

Current Gene List:  EV-positive fractions (F4, F5 and F6)   

Current Background: Homo sapiens   

548 DAVID IDs   

126 chart records   

   

Term Count P-Value 

extracellular exosome 342 4,9E-158 

myelin sheath 70 1,2E-66 

cytosol 226 2,3E-43 

extracellular matrix 53 6,7E-27 

mitochondrion 112 1,8E-26 

cell-cell adherens junction 54 6,4E-26 

focal adhesion 58 4,0E-25 

membrane 137 3,0E-20 

melanosome 27 2,5E-18 

nucleosome 24 8,8E-16 

mitochondrial matrix 41 3,5E-15 

cytoplasm 224 8,6E-14 

proteasome core complex 12 1,9E-12 

extracellular space 84 4,9E-12 

nuclear nucleosome 15 7,6E-12 

cell body 17 1,2E-11 

mitochondrial inner membrane 41 5,7E-11 

proteasome core complex, alpha-subunit complex 8 9,8E-11 

desmosome 11 3,6E-10 

zona pellucida receptor complex 8 4,3E-10 

chaperonin-containing T-complex 8 4,3E-10 
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proteasome complex 15 7,7E-10 

cytoskeleton 33 1,7E-8 

brush border 13 8,0E-8 

blood microparticle 19 2,5E-7 

mitochondrial nucleoid 11 3,4E-7 

cell-cell junction 19 1,6E-6 

actin filament 12 1,6E-6 

perinuclear region of cytoplasm 38 1,3E-5 

vesicle 15 1,4E-5 

stress fiber 10 1,6E-5 

cortical actin cytoskeleton 9 2,1E-5 

actin cytoskeleton 19 4,2E-5 

basolateral plasma membrane 17 4,6E-5 

cytoplasmic ribonucleoprotein granule 7 5,1E-5 

endocytic vesicle lumen 6 5,6E-5 

extracellular vesicle 9 6,6E-5 

muscle thin filament tropomyosin 4 8,4E-5 

lipid particle 10 8,5E-5 

lysosomal membrane 21 9,1E-5 

fascia adherens 5 1,1E-4 

intracellular ribonucleoprotein complex 14 1,1E-4 

endoplasmic reticulum chaperone complex 5 1,7E-4 

nucleus 189 2,0E-4 

membrane raft 17 2,2E-4 

cornified envelope 8 2,6E-4 

mitochondrial membrane 11 2,9E-4 

cortical cytoskeleton 6 2,9E-4 

pyruvate dehydrogenase complex 4 4,0E-4 

filopodium 9 7,9E-4 

midbody 12 9,8E-4 

hemidesmosome 4 1,1E-3 

microtubule 20 1,2E-3 

spectrin 4 1,6E-3 

F-actin capping protein complex 4 1,6E-3 

costamere 5 1,7E-3 

myosin II filament 3 2,3E-3 

mitochondrial proton-transporting ATP synthase complex 5 2,4E-3 

sarcolemma 9 2,5E-3 

neuron projection 16 2,8E-3 

protein complex 23 2,9E-3 

nuclear chromatin 14 3,0E-3 

lateral plasma membrane 7 3,4E-3 

ruffle 9 3,6E-3 

cell periphery 6 4,3E-3 

mitochondrial respiratory chain complex II, succinate dehydrogenase 
complex (ubiquinone) 

3 4,5E-3 
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eukaryotic translation elongation factor 1 complex 3 4,5E-3 

plasma membrane 141 4,8E-3 

lamellipodium 12 5,3E-3 

Z disc 10 5,8E-3 

oxoglutarate dehydrogenase complex 3 7,3E-3 

intercalated disc 6 8,0E-3 

cytoplasmic vesicle membrane 10 8,8E-3 

filamentous actin 5 1,0E-2 

phosphopyruvate hydratase complex 3 1,1E-2 

clathrin coat of trans-Golgi network vesicle 3 1,1E-2 

pseudopodium 4 1,1E-2 

intermediate filament 9 1,4E-2 

myosin II complex 3 1,5E-2 

COP9 signalosome 5 1,6E-2 

cell projection 7 1,8E-2 

proton-transporting V-type ATPase, V1 domain 3 1,9E-2 

spectrin-associated cytoskeleton 3 1,9E-2 

T-tubule 5 2,1E-2 

sarcomere 5 2,3E-2 

82 3 2,5E-2 

M band 4 2,5E-2 

oligosaccharyltransferase complex 3 3,0E-2 

apical plasma membrane 15 3,4E-2 

smooth endoplasmic reticulum 4 3,5E-2 

membrane coat 4 3,5E-2 

uropod 3 3,6E-2 

sodium:potassium-exchanging ATPase complex 3 3,6E-2 

peroxisomal matrix 5 3,9E-2 

cleavage furrow 5 4,1E-2 

actomyosin 3 4,3E-2 

endolysosome membrane 3 4,3E-2 

Arp2/3 protein complex 3 4,3E-2 

mitochondrial respiratory chain complex I 5 4,7E-2 

axon 12 4,7E-2 

myosin complex 5 5,0E-2 

rough endoplasmic reticulum 5 5,3E-2 

respiratory chain complex II 2 5,5E-2 

actomyosin, actin portion 2 5,5E-2 

proteasome storage granule 2 5,5E-2 

intermediate filament cytoskeleton 5 5,7E-2 

mitochondrial outer membrane 9 5,7E-2 

cell 7 6,1E-2 

dendritic spine 7 6,1E-2 

endocytic vesicle 5 6,3E-2 

intracellular membrane-bounded organelle 23 6,5E-2 

clathrin-coated pit 5 6,7E-2 
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peroxisome 7 7,1E-2 

axolemma 3 7,2E-2 

external side of plasma membrane 11 7,5E-2 

cell-cell contact zone 3 8,0E-2 

ciliary pocket membrane 2 8,1E-2 

cuticular plate 2 8,1E-2 

organelle membrane contact site 2 8,1E-2 

Myb complex 2 8,1E-2 

monomeric IgA immunoglobulin complex 2 8,1E-2 

secretory dimeric IgA immunoglobulin complex 2 8,1E-2 

secretory IgA immunoglobulin complex 2 8,1E-2 

coated vesicle 2 8,1E-2 

cell surface 22 8,2E-2 

polysome 4 8,9E-2 

 

Tableau supplémentaire 11 : GO term UC  

Current Gene List: UC sample   

Current Background: Homo sapiens   

245 DAVID IDs   

92 chart records   

   

Term Count P-Value 

myelin sheath 60 7,2E-73 

extracellular exosome 140 3,8E-53 

mitochondrion 72 8,4E-26 

mitochondrial inner membrane 39 1,3E-20 

mitochondrial matrix 30 2,9E-16 

membrane 74 1,1E-14 

melanosome 17 2,4E-13 

extracellular matrix 22 3,3E-10 

focal adhesion 25 3,3E-10 

mitochondrial respiratory chain complex I 11 6,0E-10 

plasma membrane 96 1,0E-9 

cytosol 82 2,5E-9 

mitochondrial proton-transporting ATP synthase complex 8 5,7E-9 

cell-cell adherens junction 21 9,1E-9 

extracellular vesicle 10 1,4E-8 

basolateral plasma membrane 15 1,0E-7 

sarcolemma 10 1,6E-6 

sodium:potassium-exchanging ATPase complex 5 8,6E-6 

T-tubule 7 8,8E-6 

mitochondrial respiratory chain complex III 5 1,8E-5 

cortical actin cytoskeleton 7 1,9E-5 

apical plasma membrane 15 2,9E-5 

pyruvate dehydrogenase complex 4 4,2E-5 
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costamere 5 9,3E-5 

protein complex 17 1,0E-4 

caveola 7 2,0E-4 

neuron projection 12 2,9E-4 

intercalated disc 6 2,9E-4 

mitochondrial nucleoid 6 2,9E-4 

extracellular space 34 3,2E-4 

cytoskeleton 15 3,7E-4 

membrane raft 11 3,8E-4 

intracellular membrane-bounded organelle 19 3,9E-4 

mitochondrial proton-transporting ATP synthase complex, coupling factor 
F(o) 4 4,4E-4 

neuronal cell body 13 9,0E-4 

lysosomal membrane 12 9,6E-4 

proton-transporting ATP synthase complex, catalytic core F(1) 3 9,9E-4 

mitochondrial respiratory chain complex II, succinate dehydrogenase 
complex (ubiquinone) 3 9,9E-4 

endocytic vesicle lumen 4 1,1E-3 

terminal bouton 6 1,3E-3 

mitochondrial membrane 7 1,4E-3 

oxoglutarate dehydrogenase complex 3 1,6E-3 

phosphopyruvate hydratase complex 3 2,4E-3 

chromaffin granule membrane 3 2,4E-3 

axon 10 2,6E-3 

M band 4 3,2E-3 

sarcoplasm 3 3,4E-3 

spectrin-associated cytoskeleton 3 4,5E-3 

proton-transporting V-type ATPase, V1 domain 3 4,5E-3 

cell surface 16 5,0E-3 

spectrin 3 5,7E-3 

vesicle 7 6,6E-3 

perinuclear region of cytoplasm 17 7,5E-3 

actin cytoskeleton 9 7,8E-3 

endoplasmic reticulum chaperone complex 3 8,6E-3 

dense core granule 3 8,6E-3 

cell 6 9,9E-3 

endosome membrane 8 1,1E-2 

perikaryon 6 1,2E-2 

dendrite 11 1,3E-2 

mitochondrial respiratory chain 3 1,4E-2 

cell-cell contact zone 3 2,0E-2 

cell-cell junction 7 2,5E-2 

respiratory chain complex II 2 2,6E-2 

midbody 6 2,7E-2 

respiratory chain 3 2,7E-2 

endosome 8 2,8E-2 
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early endosome 8 3,1E-2 

synaptic vesicle 5 3,2E-2 

neuromuscular junction 4 3,5E-2 

endoplasmic reticulum lumen 7 4,0E-2 

phagocytic vesicle membrane 4 4,1E-2 

smooth endoplasmic reticulum 3 4,5E-2 

intermediate-density lipoprotein particle 2 5,1E-2 

microtubule 9 5,1E-2 

lipid particle 4 5,5E-2 

nuclear envelope 6 5,7E-2 

postsynaptic membrane 7 5,8E-2 

endoplasmic reticulum-Golgi intermediate compartment 4 5,9E-2 

Golgi apparatus 18 5,9E-2 

intermediate filament 5 6,0E-2 

proton-transporting two-sector ATPase complex 2 6,3E-2 

Z disc 5 6,8E-2 

COP9 signalosome 3 7,6E-2 

axon cytoplasm 3 7,6E-2 

cytoplasm 79 8,4E-2 

dense body 2 8,8E-2 

sarcomere 3 9,1E-2 

ruffle membrane 4 9,1E-2 

lysosomal lumen 4 9,9E-2 

clathrin-sculpted gamma-aminobutyric acid transport vesicle membrane 2 9,9E-2 

MICOS complex 2 9,9E-2 

 

Tableau supplémentaire 12 

ExoCarta 
microgliale 

commun avec 
ODG F4-F5-F6  

Exclusives ExoCarta 
microgliale 

 

Exclusives ODG F4-F5-F6 

GAPDH  SLC16A1 FCER1G  ENPEP CCT6A OGDH RARS 

YWHAE  EZR CAP1  ENTPD1 CCT8 PDHA1 VWA5A 

YWHAZ  ITGB2 RHOG  STXBP1 AGXT2 AMT ATP5B 

HSPA8  VTI1B S100A10  FLNA KIAA1161 ACTB GRIA4 

PKM  CD14 CD9  PCK2 HRAS GNAQ PANK4 

ALDOA  LCP1 PDCD6IP  ADCY9 MYOF ANK3 NME1 

PGK1  LPL CTSS  ESYT3 EPB41L1 GNB5 UCHL3 

ENO1  CD63 RAB11B  ANXA7 TECR NCALD IMMT 

ANXA2  CLIC4 ITGAM  ATP1A2 NRCAM ACHE GOT2 

MYH9  CD74 LAMP2  PPA1 ITGA6 TTC38 MDH2 

LGALS3  VTI1A EIF3F  CAP2 ALDH8A1 ME1 TRPM2 

YWHAB  GNAI2 CSTB  TSPAN7 NDRG3 SSUH2 CCT4 

CAPG  ANPEP BASP1  HSPA9 WDR1 PAM ABAT 



Annexes 
  

239 
 

IQGAP1  CFL1 SDCBP  MMEL1 SUGCT CPNE2 ENO3 

EIF4A2  ATP1A3 LAMP1  RAB2A ESYT2 PARK7 ARRB1 

  STX8 MFGE8  UQCRC2 GANAB LLGL2 IDH2 

  RAB11A MYL6  NCAM2 SLC25A31 RPN1 SLCO4C1 

  RAB29 CD81  SLC13A2 NT5E RDX UBA52 

  MSN PGAM1  ACAA2 GLUD2 MINPP1 AGL 

  HSP90AA1 RAB8B  EHD3 UGP2 TPI1 MVP 

 

Exclusives ODG F4-F5-F6 (suite) 

SLC3A1 ARL6IP1 MMP10 ANXA13 HIST1H2AK DSG1 CENPA PABPC1 

NDUFS1 ANK2 NPEPPS EEF1G HIST1H2AL TGM3 NDUFA7 PABPC1L2A 

CALR AQP4 BCAP31 DLST HIST1H2AG DSC1 NDUFS2 PABPC1L2B 

GBE1 ADD1 ATP6V1B1 PAFAH1B3 HIST1H2AE PKP1 HSD17B12 PABPC1L 

PSMD1 RPN2 SERPINB1 UBA1 HIST1H2AB BLMH PSMA5 PABPC3 

ALG11 SLC12A6 PSAP TKT H2AFX PLEC COPB2 PABPC4 

CFAP58 GPD1 SCCPDH HSPH1 ARG1 CDSN LETM1 HARS 

SLC6A1 SPTBN5 TMEM245 FBP1 S100A8 HIST2H2AC SFXN1 HARS2 

VWA7 MDH1 NCS1 UGT1A1 GSN HIST2H2AA4 AFG3L2 PLS3 

EHHADH HMCN1 PDIA6 CLIC1 S100A9 HIST2H2AA3 SLC25A3 NME2 

TUBA8 CPNE3 DDAH1 PSMA7 ENO2 KPRP ALDH2 NME1-NME2 

SOD2 HIST4H4 CANX PSMA8 CTSD C1orf68 NDUFS3 RPS3 

EPB41L3 HIST2H4B PLOD1 TGM5 PYGL SBSN VDAC2 PSMA1 

ATP1B2 HIST1H4I DYNC1H1 ACTN4 PIP NCCRP1 OAT PSMA2 

ACO2 HIST1H4A SLC4A10 ACTN1 RNH1 TUBA1A ACADL PSMA4 

TSPAN1 HIST1H4D HSPA5 ACTN2 EFTUD2 MYH14 HADHB CALML3 

CSE1L HIST1H4F ALDOB PPL PKLR MYH11 ALDH4A1 PSMB4 

EEF2 HIST1H4K SPTBN1 HIST1H2BL IDE POF1B TSPAN11 PSMB6 

PAPSS1 HIST1H4J REEP5 HIST1H2BM JUP ZG16B ATP5F1 PSMB5 

PRKACB HIST1H4C NDRG1 HIST1H2BN CTNNB1 SERPINB12 SDHC PRDX6 

EHD1 HIST1H4H AP2A2 HIST1H2BH DSP GSDMA PMPCB PEBP1 

DPYSL3 HIST1H4B ACAT2 HIST3H2BB TYMP TUBA1C CCBL2 HNRNPH1 

PDIA3 HIST1H4E A2ML1 HIST2H2BF ATP6V1B2 S100A14 TNS1 HNRNPF 

NTRK2 HIST1H4L ACLY HIST2H2BE TGM1 CALML5 TUFM HNRNPH2 

HSPA12A HIST2H4A PYGB HIST1H2BD AHCY NAGA KIF5B S100A11 

VCL CAPN5 AP2B1 HIST1H2BG AZGP1 PPP1CC MYH10 TALDO1 

TPM2 MS4A2 PITPNA HIST1H2BF YWHAQ IDH3B SHMT2 ALDH9A1 

HYOU1 UNC93A DNM1 HIST1H2BE SERPINB3 GLB1L2 SLC25A11 FASN 

LGR5 GLUL FLOT2 HIST1H2BI S100A7 EEF1B2 ATP5J2 PSMB2 

PRDX3 PGM1 TUBB1 HIST1H2BC CASP14 PHB2 FH SERPINB8 

GCLC DARS PYGM HIST1H2BB SFN AKAP5 OMA1 RAB7A 

YARS GALNS CCT2 HIST1H2BO HSPA1L CCT7 RDH14 HSD17B4 

LDHB RAB6A SYNE1 HIST1H2BJ KRT2 TARS PSMD2 CAPZA1 

PRDX1 GSTP1 LAP3 HIST1H2BK SERPINB5 C21orf33 DDX3X CAPZA2 

IGLON5 HSP90B1 SPTA1 GGCT HAL ATP5O IMPA2 EPPK1 

FRRS1 VAT1L CA12 ALOX12B LGALS7 LTF PHGDH ARPC4 
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ATP5A1 VCP SUCLA2 LDHA LGALS7B KRT6B KLK10 DAD1 

GDI1 NCEH1 TCP1 LDHAL6A SERPINB4 AMY1A FLNB YWHAG 

PPIA NNT SDHA LDHC ACADVL AMY1B CLIC3 GNB2L1 

PGD GNAS CLTC PNP ACTG1 AMY1C ANXA1 HBB 

ECE1 ALDH1B1 PFKL PGK2 POTEE AMY2B SLC25A6 HBA1 

CCT3 SDHB SPTAN1 CSTA EIF4A1 AMY2A SLC25A5 HBA2 

CPVL ATP2B3 HK2 LMNA ACTR3 VIM SLC25A4 LCN2 

SLC1A2 GLUD1 TMEM47 TFRC ACTR3B PSMA3 RPLP2 ARF4 

SUCLG1 PRKACG LRP2 CAT LYZ PRDX2 TPM3 SORD 

PDHB HSPD1 GNB4 HSPB1 ACTA1 CCT5 TPM4 RPL6 

GARS CHRNA5 CRYBG3 HIST1H2AJ ACTC1 PSMA6 TPM1 EEF1A2 

DLAT GPI ATP1B1 HIST1H2AH ACTG2 H2AFV CAPN1 CKAP4 

FLOT1 FAAH2 LINGO4 H2AFJ ACTA2 SLC25A10 IVL AHNAK 

ANXA4 GDI2 PPP2R1A HIST1H2AC EEF1A1 LRPPRC RPSA DSC3 

PGAM4 CDC42 RAN HIST2H2AB DCD DNPEP ALDOC ECM1 

GLRA2 RAP1B ATP6V1A HIST3H2A CLTCL1 L2HGDH HSPA1A S100A7A 

BSG GNAO1 SLC44A1 HIST1H2AD FABP5 HADHA HSPA1B SERPINA12 

TUBB DLD SARS HIST1H2AI KRT76 ZZEF1 TXN EVPL 

TOLLIP CPA4 SERPINB13 NAGK KLK9 HPSE GDA NEU2 

IL36G        
 

Tableau supplémentaire 13 

Voie de signalisation (interactôme) p value 

2-ketoglutarate dehydrogenase complex p = 0.014 

3' -UTR-mediated translational regulation p = 0.308 

a6b1 and a6b4 Integrin signaling p < 0.001 

Acetylcholine Neurotransmitter Release Cycle p = 0.039 

Activated TLR4 signalling p < 0.001 

Activation of APC/C and APC/C:Cdc20 mediated degradation of mitotic proteins p = 0.228 

Activation of Chaperones by ATF6-alpha p < 0.001 

Activation of Chaperones by IRE1alpha p = 0.15 

Activation of IRF3/IRF7 mediated by TBK1/IKK epsilon p = 0.032 

Adaptive Immune System p < 0.001 

Adherens junctions interactions p = 0.093 

ADP signalling through P2Y purinoceptor 1 p = 0.035 

ALK1 pathway p < 0.001 

ALK1 signaling events p < 0.001 

Alpha4 beta1 integrin signaling events p = 0.112 

Alpha6Beta4Integrin p < 0.001 

Alpha9 beta1 integrin signaling events p < 0.001 

Amino acid synthesis and interconversion (transamination) p = 0.035 

Androgen-mediated signaling p = 0.079 

AndrogenReceptor p = 0.032 

Angiopoietin receptor Tie2-mediated signaling p = 0.165 

Antigen Presentation: Folding, assembly and peptide loading of class I MHC p = 0.003 
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Antigen processing: Ubiquitination & Proteasome degradation p = 0.22 

Antigen processing-Cross presentation p = 0.038 

AP-1 transcription factor network p < 0.001 

APC/C:Cdc20 mediated degradation of Cyclin B p = 0.076 

APC/C:Cdc20 mediated degradation of mitotic proteins p = 0.226 

APC/C:Cdc20 mediated degradation of Securin p = 0.212 

APC/C:Cdh1 mediated degradation of Cdc20 and other APC/C:Cdh1 targeted proteins in 
late mitosis/early G1 

p = 0.22 

APC/C-mediated degradation of cell cycle proteins p = 0.253 

APC-Cdc20 mediated degradation of Nek2A p = 0.079 

APOBEC3G mediated resistance to HIV-1 infection p = 0.018 

Apoptosis p < 0.001 

Apoptotic cleavage of cell adhesion proteins p < 0.001 

Apoptotic cleavage of cellular proteins p < 0.001 

Apoptotic execution phase p < 0.001 

Arf6 downstream pathway p < 0.001 

Arf6 signaling events p < 0.001 

Arf6 trafficking events p < 0.001 

Asparagine N-linked glycosylation p = 0.031 

aspartate biosynthesis p = 0.011 

aspartate degradation II p = 0.018 

Assembly of the pre-replicative complex p = 0.258 

Assembly of the RAD50-MRE11-NBS1 complex at DNA double-strand breaks p = 0.014 

Assembly of Viral Components at the Budding Site p < 0.001 

Association of licensing factors with the pre-replicative complex p = 0.053 

ATM mediated phosphorylation of repair proteins p = 0.021 

ATM mediated response to DNA double-strand break p = 0.021 

ATM pathway p < 0.001 

ATR signaling pathway p < 0.001 

Atypical NF-kappaB pathway p = 0.049 

Aurora A signaling p = 0.022 

Autodegradation of Cdh1 by Cdh1:APC/C p = 0.194 

Autodegradation of the E3 ubiquitin ligase COP1 p = 0.217 

Axon guidance p < 0.001 

Basigin interactions p = 0.032 

BCR signaling pathway p = 0.002 

Beta1 integrin cell surface interactions p < 0.001 

Beta-catenin phosphorylation cascade p = 0.025 

Binding and entry of HIV virion p = 0.007 

BMP receptor signaling p < 0.001 

Calnexin/calreticulin cycle p < 0.001 

Canonical NF-kappaB pathway p = 0.007 

Canonical Wnt signaling pathway p = 0.002 

Cap-dependent Translation Initiation p = 0.327 

Caspase cascade in apoptosis p < 0.001 

Caspase-mediated cleavage of cytoskeletal proteins p < 0.001 
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CD28 co-stimulation p < 0.001 

CD28 dependent Vav1 pathway p < 0.001 

CD40/CD40L signaling p = 0.001 

Cdc20:Phospho-APC/C mediated degradation of Cyclin A p = 0.22 

CDC42 signaling events p < 0.001 

CDK-mediated phosphorylation and removal of Cdc6 p = 0.212 

CDO in myogenesis p = 0.083 

CDT1 association with the CDC6:ORC:origin complex p = 0.234 

Cell Cycle Checkpoints p = 0.347 

Cell Cycle, Mitotic p = 0.027 

Cell death signalling via NRAGE, NRIF and NADE p = 0.003 

Cell junction organization p = 0.22 

Cell surface interactions at the vascular wall p = 0.028 

Cell-Cell communication p < 0.001 

Cell-cell junction organization p = 0.15 

Centrosome maturation p = 0.002 

Ceramide signaling pathway p < 0.001 

Chaperonin-mediated protein folding p = 0.056 

Chromosome Maintenance p < 0.001 

Circadian Clock p = 0.109 

Citric acid cycle (TCA cycle) p = 0.066 

Class I MHC mediated antigen processing & presentation p = 0.006 

Class I PI3K signaling events p < 0.001 

Class I PI3K signaling events mediated by Akt p < 0.001 

Clathrin derived vesicle budding p < 0.001 

C-MYB transcription factor network p = 0.037 

C-MYC pathway p = 0.002 

Cooperation of Prefoldin and TriC/CCT in actin and tubulin folding p = 0.053 

Coregulation of Androgen receptor activity p = 0.02 

Costimulation by the CD28 family p < 0.001 

Cross-presentation of soluble exogenous antigens (endosomes) p = 0.214 

CXCR3-mediated signaling events p = 0.125 

CXCR4-mediated signaling events p < 0.001 

Cyclin A:Cdk2-associated events at S phase entry p = 0.277 

Cyclin D associated events in G1 p = 0.106 

Cyclin E associated events during G1/S transition p = 0.245 

Cytokine Signaling in Immune system p = 0.005 

Death Receptor Signalling p = 0.046 

Degradation of beta catenin p = 0.063 

Degradation of beta-catenin by the destruction complex p = 0.03 

Deposition of New CENPA-containing Nucleosomes at the Centromere p < 0.001 

Destabilization of mRNA by AUF1 (hnRNP D0) p = 0.002 

Destabilization of mRNA by KSRP p = 0.066 

Developmental Biology p < 0.001 

Diabetes pathways p = 0.001 

Direct p53 effectors p = 0.013 
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DNA Repair p = 0.056 

DNA Replication p = 0.014 

DNA Replication Pre-Initiation p = 0.298 

Dopamine Neurotransmitter Release Cycle p = 0.032 

Double-Strand Break Repair p = 0.093 

Downstream signal transduction p = 0.03 

Downstream signaling of activated FGFR p = 0.212 

Downstream TCR signaling p = 0.109 

Early Phase of HIV Life Cycle p = 0.039 

E-cadherin signaling events p < 0.001 

E-cadherin signaling in keratinocytes p < 0.001 

E-cadherin signaling in the nascent adherens junction p < 0.001 

Effects of Botulinum toxin p = 0.032 

EGF receptor (ErbB1) signaling pathway p < 0.001 

EGFR downregulation p < 0.001 

EGFR interacts with phospholipase C-gamma p = 0.099 

EGFR1 p = 0.002 

EGFR-dependent Endothelin signaling events p < 0.001 

Endogenous TLR signaling p < 0.001 

Endosomal Sorting Complex Required For Transport (ESCRT) p = 0.096 

Endothelins p < 0.001 

Entry of Influenza Virion into Host Cell via Endocytosis p = 0.007 

EPHA2 forward signaling p = 0.066 

EPHB forward signaling p = 0.134 

Ephrin B reverse signaling p = 0.102 

EphrinA-EPHA pathway p = 0.143 

EphrinB-EPHB pathway p = 0.02 

EPO signaling pathway p = 0.115 

ErbB receptor signaling network p < 0.001 

ErbB1 downstream signaling p < 0.001 

ErbB2/ErbB3 signaling events p = 0.128 

ErbB4 signaling events p = 0.109 

ER-Phagosome pathway p = 0.034 

Eukaryotic Translation Elongation p = 0.037 

Eukaryotic Translation Initiation p = 0.327 

Eukaryotic Translation Termination p = 0.256 

Extrinsic Pathway for Apoptosis p = 0.046 

Fanconi anemia pathway p = 0.159 

Fanconi Anemia pathway p = 0.076 

FAS (CD95) signaling pathway p < 0.001 

Fc-epsilon receptor I signaling in mast cells p = 0.02 

FGF signaling pathway p = 0.159 

Folding of actin by CCT/TriC p = 0.032 

Formation and Maturation of mRNA Transcript p = 0.487 

Formation of a pool of free 40S subunits p = 0.282 

Formation of ATP by chemiosmotic coupling p = 0.053 
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FoxO family signaling p < 0.001 

FRS2-mediated cascade p = 0.053 

G alpha (q) signalling events p = 0.351 

G1 Phase p = 0.106 

G1/S DNA Damage Checkpoints p = 0.239 

G1/S Transition p = 0.344 

G2/M Transition p = 0.005 

GAB1 signalosome p = 0.006 

GABA synthesis, release, reuptake and degradation p = 0.002 

Gene Expression p = 0.154 

Gluconeogenesis p = 0.069 

Glucose metabolism p = 0.121 

glutamate degradation II p = 0.011 

Glutamate Neurotransmitter Release Cycle p = 0.039 

Glypican 1 network p < 0.001 

Glypican 3 network p < 0.001 

Glypican pathway p < 0.001 

GMCSF-mediated signaling events p < 0.001 

Golgi Associated Vesicle Biogenesis p < 0.001 

Golgi Cisternae Pericentriolar Stack Reorganization p = 0.001 

GP1b-IX-V activation signalling p = 0.032 

GPCR downstream signaling p = 0.855 

GRB2 events in EGFR signaling p = 0.001 

GRB2:SOS provides linkage to MAPK signaling for Intergrins p = 0.035 

GTP hydrolysis and joining of the 60S ribosomal subunit p = 0.31 

guanosine nucleotides de novo biosynthesis p = 0.049 

Hedgehog signaling events mediated by Gli proteins p = 0.159 

Hemostasis p < 0.001 

HIF-1-alpha transcription factor network p = 0.212 

HIV Infection p = 0.165 

HIV Life Cycle p = 0.31 

HIV-1 Nef: Negative effector of Fas and TNF-alpha p = 0.118 

Homologous Recombination Repair p = 0.076 

Homologous recombination repair of replication-independent double-strand breaks p = 0.076 

Host Interactions of HIV factors p = 0.091 

Hypoxic and oxygen homeostasis regulation of HIF-1-alpha p = 0.25 

IFN-gamma pathway p < 0.001 

IGF1 pathway p < 0.001 

IL12-mediated signaling events p = 0.06 

IL1-mediated signaling events p < 0.001 

IL2 signaling events mediated by PI3K p = 0.002 

IL2 signaling events mediated by STAT5 p = 0.096 

IL23-mediated signaling events p = 0.023 

IL2-mediated signaling events p = 0.008 

IL3-mediated signaling events p < 0.001 

IL4-mediated signaling events p = 0.2 
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IL5-mediated signaling events p < 0.001 

IL6-mediated signaling events p = 0.012 

IL8- and CXCR1-mediated signaling events p = 0.005 

IL8- and CXCR2-mediated signaling events p = 0.007 

IL8-mediated signaling events p = 0.008 

Immune System p < 0.001 

Influenza Infection p = 0.002 

Influenza Life Cycle p = 0.001 

Influenza Viral RNA Transcription and Replication p = 0.298 

Innate Immune System p = 0.004 

Insulin Pathway p < 0.001 

Insulin receptor signalling cascade p = 0.183 

Insulin Synthesis and Processing p = 0.081 

Insulin-mediated glucose transport p = 0.005 

Integration of energy metabolism p = 0.258 

Integration of provirus p = 0.028 

Integrin alphaIIb beta3 signaling p = 0.069 

Integrin cell surface interactions p = 0.228 

Integrin family cell surface interactions p < 0.001 

Integrin-linked kinase signaling p < 0.001 

Integrins in angiogenesis p = 0.022 

Interaction between L1 and Ankyrins p < 0.001 

Interferon alpha/beta signaling p = 0.242 

Interferon Signaling p = 0.298 

Interleukin receptor SHC signaling p = 0.025 

Interleukin-1 signaling p = 0.009 

Interleukin-2 signaling p = 0.096 

Interleukin-3, 5 and GM-CSF signaling p = 0.005 

Internalization of ErbB1 p < 0.001 

IRAK2 mediated activation of TAK1 complex p < 0.001 

IRAK2 mediated activation of TAK1 complex upon TLR7/8 or 9 stimulation p < 0.001 

IRS-mediated signalling p = 0.168 

IRS-related events p = 0.174 

JNK signaling in the CD4+ TCR pathway p = 0.01 

KitReceptor p = 0.016 

L13a-mediated translational silencing of Ceruloplasmin expression p = 0.308 

L1CAM interactions p < 0.001 

Lissencephaly gene (LIS1) in neuronal migration and development p = 0.006 

LKB1 signaling events p < 0.001 

Loss of Nlp from mitotic centrosomes p = 0.001 

Loss of proteins required for interphase microtubule organizationÃ‚Â from the 
centrosome 

p = 0.001 

LPA receptor mediated events p < 0.001 

Lysine catabolism p = 0.028 

Lysosome Vesicle Biogenesis p < 0.001 

M Phase p = 0.019 
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M/G1 Transition p = 0.298 

Meiosis p < 0.001 

Meiotic Recombination p < 0.001 

Meiotic Synapsis p < 0.001 

Membrane Trafficking p < 0.001 

Mesenchymal-to-epithelial transition p = 0.191 

Metabolism p = 0.009 

Metabolism of amino acids and derivatives p = 0.03 

Metabolism of carbohydrates p = 0.282 

Metabolism of mRNA p = 0.01 

Metabolism of proteins p = 0.002 

Metabolism of RNA p = 0.018 

Minus-strand DNA synthesis p = 0.004 

Mitotic G1-G1/S phases p = 0.397 

Mitotic G2-G2/M phases p = 0.005 

Mitotic M-M/G1 phases p = 0.011 

Mitotic Prophase p = 0.001 

MRN complex relocalizes to nuclear foci p = 0.014 

mRNA Processing p = 0.433 

mRNA Splicing p = 0.32 

mRNA Splicing - Major Pathway p = 0.32 

mRNA Splicing - Minor Pathway p = 0.14 

mTOR signaling pathway p < 0.001 

MyD88 cascade initiated on plasma membrane p = 0.001 

MyD88 dependent cascade initiated on endosome p = 0.001 

MyD88:Mal cascade initiated on plasma membrane p = 0.001 

MyD88-independent cascade initiated on plasma membrane p = 0.001 

Myogenesis p = 0.083 

NADE modulates death signalling p = 0.014 

N-cadherin signaling events p < 0.001 

NCAM signaling for neurite out-growth p < 0.001 

Nectin adhesion pathway p < 0.001 

Negative regulation of FGFR signaling p < 0.001 

Negative regulators of RIG-I/MDA5 signaling p = 0.005 

Nephrin interactions p < 0.001 

Nephrin/Neph1 signaling in the kidney podocyte p = 0.004 

Neuronal System p = 0.146 

Neurotransmitter Release Cycle p = 0.004 

Neurotrophic factor-mediated Trk receptor signaling p = 0.006 

NFkB and MAP kinases activation mediated by TLR4 signaling repertoire p = 0.016 

NF-kB is activated and signals survival p = 0.046 

NGF signalling via TRKA from the plasma membrane p = 0.057 

N-glycan trimming in the ER and Calnexin/Calreticulin cycle p < 0.001 

NOD1/2 Signaling Pathway p = 0.004 

Noncanonical Wnt signaling pathway p < 0.001 

Nonsense Mediated Decay Enhanced by the Exon Junction Complex p = 0.313 
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Nonsense Mediated Decay Independent of the Exon Junction Complex p = 0.269 

Nonsense-Mediated Decay p = 0.313 

Norepinephrine Neurotransmitter Release Cycle p = 0.039 

NRIF signals cell death from the nucleus p = 0.049 

Nucleosome assembly p < 0.001 

Nucleotide-binding domain, leucine rich repeat containing receptor (NLR) signaling 
pathways 

p = 0.01 

Orc1 removal from chromatin p = 0.258 

Osteopontin-mediated events p = 0.005 

p38 MAPK signaling pathway p < 0.001 

p38 signaling mediated by MAPKAP kinases p < 0.001 

p53 pathway p = 0.031 

p53-Dependent G1 DNA Damage Response p = 0.228 

p53-Dependent G1/S DNA damage checkpoint p = 0.228 

p53-Independent DNA Damage Response p = 0.223 

p53-Independent G1/S DNA damage checkpoint p = 0.223 

p63 transcription factor network p = 0.315 

p75 NTR receptor-mediated signalling p = 0.009 

p75(NTR)-mediated signaling p < 0.001 

p75NTR recruits signalling complexes p = 0.046 

p75NTR signals via NF-kB p = 0.056 

Packaging Of Telomere Ends p < 0.001 

PAR1-mediated thrombin signaling events p < 0.001 

PAR4-mediated thrombin signaling events p = 0.053 

PDGF receptor signaling network p < 0.001 

PDGFR-alpha signaling pathway p = 0.073 

PDGFR-beta signaling pathway p < 0.001 

Peptide chain elongation p = 0.035 

PERK regulated gene expression p = 0.039 

PI-3K cascade p = 0.093 

Plasma membrane estrogen receptor signaling p < 0.001 

Platelet activation, signaling and aggregation p < 0.001 

Platelet Aggregation (Plug Formation) p = 0.099 

Platelet degranulation p = 0.005 

PLK1 signaling events p = 0.054 

Plus-strand DNA synthesis p = 0.004 

Polo-like kinase signaling events in the cell cycle p = 0.058 

Post-translational protein modification p = 0.063 

Posttranslational regulation of adherens junction stability and dissassembly p < 0.001 

Presenilin action in Notch and Wnt signaling p = 0.012 

Processing of Capped Intron-Containing Pre-mRNA p = 0.392 

Protein folding p = 0.096 

Proteoglycan syndecan-mediated signaling events p < 0.001 

pyrimidine deoxyribonucleotides de novo biosynthesis p = 0.049 

pyrimidine ribonucleotides de novo biosynthesis p = 0.039 

pyrimidine ribonucleotides interconversion p = 0.032 
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Pyruvate metabolism and Citric Acid (TCA) cycle p = 0.106 

RAC1 signaling pathway p = 0.168 

Rap1 signalling p = 0.035 

Recruitment of mitotic centrosome proteins and complexes p = 0.002 

Recruitment of repair and signaling proteins to double-strand breaks p = 0.028 

Recycling pathway of L1 p = 0.109 

Regulation of activated PAK-2p34 by proteasome mediated degradation p = 0.212 

Regulation of Androgen receptor activity p = 0.057 

Regulation of APC/C activators between G1/S and early anaphase p = 0.245 

Regulation of Apoptosis p = 0.237 

Regulation of beta-cell development p = 0.322 

Regulation of CDC42 activity p < 0.001 

Regulation of cytoplasmic and nuclear SMAD2/3 signaling p < 0.001 

Regulation of DNA replication p = 0.272 

Regulation of gene expression in beta cells p = 0.298 

Regulation of IFNA signaling p = 0.128 

Regulation of Insulin Secretion p = 0.159 

Regulation of mitotic cell cycle p = 0.253 

Regulation of mRNA Stability by Proteins that Bind AU-rich Elements p < 0.001 

Regulation of nuclear beta catenin signaling and target gene transcription p = 0.001 

Regulation of nuclear SMAD2/3 signaling p < 0.001 

Regulation of ornithine decarboxylase (ODC) p = 0.223 

Regulation of p38-alpha and p38-beta p < 0.001 

Regulation of RAC1 activity p = 0.168 

Regulation of RhoA activity p = 0.168 

Regulation of signaling by CBL p = 0.021 

Regulation of Telomerase p = 0.025 

Regulation of the Fanconi anemia pathway p = 0.028 

Removal of licensing factors from origins p = 0.264 

Respiratory electron transport, ATP synthesis by chemiosmotic coupling, and heat 
production by uncoupling proteins. 

p = 0.28 

Response to elevated platelet cytosolic Ca2+ p = 0.009 

Retrograde neurotrophin signalling p = 0.039 

Reverse Transcription of HIV RNA p = 0.004 

Rho GTPase cycle p < 0.001 

RhoA signaling pathway p = 0.168 

RIG-I/MDA5 mediated induction of IFN-alpha/beta pathways p = 0.002 

RNA Polymerase I Chain Elongation p < 0.001 

RNA Polymerase I Promoter Clearance p < 0.001 

RNA Polymerase I Promoter Opening p < 0.001 

RNA Polymerase I Transcription p < 0.001 

RNA Polymerase I, RNA Polymerase III, and Mitochondrial Transcription p < 0.001 

Role of Calcineurin-dependent NFAT signaling in lymphocytes p = 0.005 

S Phase p = 0.354 

S1P1 pathway p < 0.001 

S1P2 pathway p = 0.089 
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S1P3 pathway p = 0.099 

salvage pathways of pyrimidine ribonucleotides p = 0.053 

SCF(Skp2)-mediated degradation of p27/p21 p = 0.214 

SCF-beta-TrCP mediated degradation of Emi1 p = 0.223 

Serotonin Neurotransmitter Release Cycle p = 0.032 

SHC1 events in EGFR signaling p = 0.001 

SHC-mediated cascade p = 0.021 

SHC-mediated signalling p = 0.046 

SHC-related events p = 0.056 

Signal amplification p = 0.056 

Signal attenuation p = 0.039 

Signal regulatory protein (SIRP) family interactions p = 0.039 

Signal Transduction p = 0.028 

Signal transduction by L1 p = 0.007 

Signaling by Aurora kinases p = 0.048 

Signaling by EGFR p < 0.001 

Signaling by FGFR p = 0.005 

Signaling by GPCR p = 0.947 

Signaling by Insulin receptor p = 0.248 

Signaling by Interleukins p < 0.001 

Signaling by PDGF p = 0.032 

Signaling by Rho GTPases p < 0.001 

Signaling by SCF-KIT p = 0.212 

Signaling by Wnt p = 0.03 

Signaling events mediated by focal adhesion kinase p < 0.001 

Signaling events mediated by HDAC Class I p < 0.001 

Signaling events mediated by HDAC Class II p = 0.128 

Signaling events mediated by HDAC Class III p < 0.001 

Signaling events mediated by Hepatocyte Growth Factor Receptor (c-Met) p < 0.001 

Signaling events mediated by PTP1B p = 0.015 

Signaling events mediated by Stem cell factor receptor (c-Kit) p = 0.171 

Signaling events mediated by TCPTP p = 0.043 

Signaling events mediated by the Hedgehog family p = 0.209 

Signaling events mediated by VEGFR1 and VEGFR2 p < 0.001 

Signaling events regulated by Ret tyrosine kinase p = 0.002 

Signaling mediated by p38-alpha and p38-beta p < 0.001 

Signalling by NGF p = 0.002 

Signalling to ERKs p = 0.102 

Signalling to RAS p = 0.073 

SOS-mediated signalling p = 0.053 

Sphingosine 1-phosphate (S1P) pathway p < 0.001 

Spry regulation of FGF signaling p < 0.001 

Stabilization and expansion of the E-cadherin adherens junction p < 0.001 

Stabilization of p53 p = 0.22 

Stimulation of the cell death response by PAK-2p34 p = 0.011 

superoxide radicals degradation p = 0.018 
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Switching of origins to a post-replicative state p = 0.258 

Syndecan-1-mediated signaling events p < 0.001 

Syndecan-2-mediated signaling events p = 0.242 

Syndecan-3-mediated signaling events p = 0.059 

Syndecan-4-mediated signaling events p < 0.001 

Synthesis of DNA p = 0.325 

TCA cycle variation III (eukaryotic) p = 0.046 

TCR signaling p = 0.156 

TCR signaling in na&#xef;ve CD4+ T cells p < 0.001 

TCR signaling in na&#xef;ve CD8+ T cells p = 0.011 

Telomere Maintenance p < 0.001 

TGF-beta receptor signaling p < 0.001 

TGFBR p = 0.001 

The citric acid (TCA) cycle and respiratory electron transport p = 0.067 

Thrombin signalling through proteinase activated receptors (PARs) p < 0.001 

Thrombin/protease-activated receptor (PAR) pathway p < 0.001 

Thromboxane A2 receptor signaling p < 0.001 

Thromboxane signalling through TP receptor p = 0.028 

Tie2 Signaling p = 0.063 

TNF alpha/NF-kB p < 0.001 

TNF receptor signaling pathway p < 0.001 

TNF signaling p = 0.025 

Toll Like Receptor 10 (TLR10) Cascade p = 0.001 

Toll Like Receptor 2 (TLR2) Cascade p = 0.002 

Toll Like Receptor 3 (TLR3) Cascade p = 0.001 

Toll Like Receptor 4 (TLR4) Cascade p < 0.001 

Toll Like Receptor 5 (TLR5) Cascade p = 0.001 

Toll Like Receptor 7/8 (TLR7/8) Cascade p = 0.001 

Toll Like Receptor 9 (TLR9) Cascade p = 0.002 

Toll Like Receptor TLR1:TLR2 Cascade p = 0.002 

Toll Like Receptor TLR6:TLR2 Cascade p = 0.002 

Toll Receptor Cascades p < 0.001 

TRAF3-dependent IRF activation pathway p = 0.035 

TRAF6 mediated induction of NFkB and MAP kinases upon TLR7/8 or 9 activation p = 0.001 

TRAF6 Mediated Induction of proinflammatory cytokines p = 0.014 

TRAF6 mediated induction of TAK1 complex p = 0.001 

TRAF6 mediated IRF7 activation p = 0.086 

TRAF6 mediated NF-kB activation p = 0.046 

TRAIL signaling pathway p < 0.001 

Transcription p < 0.001 

trans-Golgi Network Vesicle Budding p < 0.001 

Translation p = 0.066 

Transmission across Chemical Synapses p = 0.07 

TRIF mediated TLR3 signaling p = 0.001 

Trk receptor signaling mediated by PI3K and PLC-gamma p = 0.002 

Ubiquitin Mediated Degradation of Phosphorylated Cdc25A p = 0.22 
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Ubiquitin-dependent degradation of Cyclin D p = 0.212 

Ubiquitin-dependent degradation of Cyclin D1 p = 0.212 

Uncoating of the HIV Virion p = 0.004 

Unfolded Protein Response p = 0.002 

Urokinase-type plasminogen activator (uPA) and uPAR-mediated signaling p < 0.001 

Validated nuclear estrogen receptor alpha network p = 0.206 

Validated targets of C-MYC transcriptional activation p = 0.003 

Validated targets of C-MYC transcriptional repression p = 0.203 

Validated transcriptional targets of deltaNp63 isoforms p = 0.206 

VEGF and VEGFR signaling network p < 0.001 

VEGFR3 signaling in lymphatic endothelium p = 0.086 

Vif-mediated degradation of APOBEC3G p = 0.22 

Viral dsRNA:TLR3:TRIF Complex Activates TBK1/IKK epsilon p = 0.021 

Viral mRNA Translation p = 0.256 

Virus Assembly and Release p < 0.001 

Vpu mediated degradation of CD4 p = 0.214 

Wnt p < 0.001 

Wnt signaling network p < 0.001 

 

Tableau supplémentaire 14 détail résultats statistiques PC-12 : t-test  
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Tableau supplémentaire 15 : détail résultats statistiques Neurones de sangsue : two way anova  

Table Analyzed Data 1 

   
Two-way 

ANOVA Ordinary 

   
Alpha 0.05 

   

Source of 

Variation 

% of total 

variation P value P value summary Significant? 

Interaction 1.509 0.0642 ns No 

Row Factor 19.27 < 0.0001 **** Yes 

Column Factor 3.229 0.0007 *** Yes 

 

Compare cell means regardless of 

rows and columns 

    
Number of families 1 

   
Number of comparisons per 

family 15 

   
Alpha 0.05 

   
Sidak's multiple comparisons test Mean Diff. 95% CI of diff. Significant? Summary 

6 days:Ctrl vs. 6 days:EVs -20.75 -358.7 to 317.2 No ns 

6 days:Ctrl vs. 13 days:Ctrl -250.3 -573.9 to 73.21 No ns 

6 days:Ctrl vs. 13 days:EVs -516.2 -854.2 to -178.3 Yes *** 

6 days:Ctrl vs. 20 days:Ctrl -492.2 -815.7 to -168.6 Yes *** 

6 days:Ctrl vs. 20 days:EVs -888.2 -1226 to -550.3 Yes **** 

6 days:EVs vs. 13 days:Ctrl -229.6 -567.5 to 108.3 No ns 

6 days:EVs vs. 13 days:EVs -495.5 -847.2 to -143.8 Yes *** 

6 days:EVs vs. 20 days:Ctrl -471.4 -809.3 to -133.5 Yes *** 

6 days:EVs vs. 20 days:EVs -867.5 -1219 to -515.7 Yes **** 
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13 days:Ctrl vs. 13 days:EVs -265.9 -603.8 to 71.99 No ns 

13 days:Ctrl vs. 20 days:Ctrl -241.8 -565.4 to 81.68 No ns 

13 days:Ctrl vs. 20 days:EVs -637.9 -975.8 to -300.0 Yes **** 

13 days:EVs vs. 20 days:Ctrl 24.07 -313.8 to 362.0 No ns 

13 days:EVs vs. 20 days:EVs -372.0 -723.7 to -20.25 Yes * 

20 days:Ctrl vs. 20 days:EVs -396.0 -734.0 to -58.12 Yes ** 

 

Figure supplémentaire 1 : orthologues mammifères retrouvés dans la banque sangsue  

CD9 

>hirmed1_2016_11_11_CDS_20212_168_nt;4-47,sp|P30409|CD9_CHLAE CD9 antigen OS=Chlorocebus 
aethiops GN=CD9 PE=2 SV=2:6-47(evalue: 0.0570688, aln_length: 44) 
 

MSCGVTCARILLIAFTSVLSLVGLLILAAGLLTKFGSETILKPFFEKAFEGISSN 

>hirmed1_2016_11_11_CDS_32885_678_nt;27-222,sp|P40241|CD9_RAT CD9 antigen OS=Rattus norvegicus 
GN=Cd9 PE=1 SV=2:23-216(evalue: 3.17178e-30, aln_length: 196) 
MPEHGAHGYDSIQCIMDAISSISNKNLLGCAMIGVGIWIKVHPETFSSATKDTQLEVIEK 
DLSSYGFSNVGAYCLIVVGSFVMIVSFLGCCGAVKESQCMLGMFFMALFVIFSALVGIGI 
YSIVMKEELKQEISKVLHKKLQDMKNDKSSPNVMKFIEQKFDCCGVDGGIEDFIEHSQCL 
LGHEKQGCVEKMYEKYSQNIVIIAGVAVGIAAVLVCFRVVVCVKS 

>hirmed1_2016_11_11_CDS_72719_291_nt;44-96,sp|P21926|CD9_HUMAN CD9 antigen OS=Homo sapiens 
GN=CD9 PE=1 SV=4:176-228(evalue: 1.57606e-05, aln_length: 53) 
MLLQRTFLTISFIQLQAHYYIRHTLISKRCFEYYLNVNINITFFSSKGCARKLRDLLEGQ 
ITLLGGVAIGIVVVKVLGLILALVLACSLRKEYQSV 

CD63 

>hirmed1_2016_11_11_CDS_01648_153_nt;14-44,sp|P08962|CD63_HUMAN CD63 antigen OS=Homo sapiens 
GN=CD63 PE=1 SV=2:53-83(evalue: 0.000348056, aln_length: 31) 
MKGQSRSTLSFNQIPLLLITSGVFVASVSFLGCCGACSESVCFLGFVGVA 
 
>hirmed1_2016_11_11_CDS_14654_309_nt;4-75,sp|P28648|CD63_RAT CD63 antigen OS=Rattus norvegicus 
GN=Cd63 PE=1 SV=2:107-178(evalue: 7.29191e-12, aln_length: 72) 
MTPFSFQIQNELADSMDKTIPNYNKTDVTVTWNIIQEKLMCCGVNNYTDWEDNEYLSRTD 
SVPDSCCHNITKGCGYKAVTSGGVNVYKDVSIYYHCYFTLIE 
 
>hirmed1_2016_11_11_CDS_15222_702_nt;4-231,sp|P08962|CD63_HUMAN CD63 antigen OS=Homo sapiens 
GN=CD63 PE=1 SV=2:5-236(evalue: 3.15174e-23, aln_length: 228) 
MTGGGVTCAQIVLTVFNVIQFLFGWLLIIAGAVTKVKAAETPGGTTAGAAIFLIVIGCIL 
VVVSIIGCLGAWTKNFCLLVTFSIFTAIIFLLVVIALIVAFVGRSKTDETLETGLKEMIQ 
WNDTSEFEKMQSLVLKLNFKCCGIHNYTDWSLNRRYSDTHNLPPSCCGSQDPTCNYDNAT 
IYKQGCKTFAVDALKHSLVIIGGIAAACAIVMFLAIFASAYMAHTIRGSYHAV 
 
>hirmed1_2016_11_11_CDS_20696_336_nt;5-111,sp|P08962|CD63_HUMAN CD63 antigen OS=Homo sapiens 
GN=CD63 PE=1 SV=2:131-237(evalue: 2.10247e-12, aln_length: 107) 
MIQWNDTSAFESMQSQFKCCGVNTYTDWNLNPKYNGTRTLPPSCCESHPGTCNYGDQTIY 
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KQGCKDVLVEAVNYFLVIIGAVTAACAIVLFLAIIAAACMAHSVRTSNYSV 
 
 
>hirmed1_2016_11_11_CDS_46890_1674_nt;73-280,sp|P28648|CD63_RAT CD63 antigen OS=Rattus 
norvegicus GN=Cd63 PE=1 SV=2:8-197(evalue: 2.05812e-08, aln_length: 208) 
MDLVGVEMPAEDLQIDEQSLNSRESEEYSNISREAENDDYNDIENPLNDESFEARFARLY 
DLPLNAKESTTWKLISFINFVLSMWCGVGSFAILVMYKNTDRYLRVLENYDNGHLIVILA 
MIGATACLTFLFGFLTSWVASTRSKRGSMRFLIYVYLGWATGLMFVSIASLIVCVVVYSL 
LARIFSSGFLVMMQKYKSDLNTREVIHALQADYRCCGNSNYTEWFSVDFSGEYRNTDIGF 
PSSCCNIVQYSKNDCVSKAAFMQANILTPYKLGCLNILKAKYQSILKYLLAIFSVVILGD 
CLGLSLTVSNIQASKLHDDFMASEKELLLSLKFRRDKEAKKTILYDKLQQNLKFFTPLSP 
ERSKEKDELKTSSNPKMPSMTKTNSDDGFSLAKGFKKLKSKLIRKSKFEPDTETLRPLVE 
TSDVKVENGSTMSRIILFLNLLAFIISLMGVGYVAGKYYRNISYFDIFDGYYGGVILLIT 
VGVYFVTALISVAGMCWSVINILKIAQESLEVLLHAYIWWTAGLFVMQICVILMANSASE 
NIDDIFKVFFDFIKIIF 
 
>hirmed1_2016_11_11_CDS_48893_840_nt;122-251,sp|P28648|CD63_RAT CD63 antigen OS=Rattus 
norvegicus GN=Cd63 PE=1 SV=2:115-229(evalue: 6.2017e-08, aln_length: 130) 
MAFEESAQMSVVVVIKVLLAIFLLLISVVSSIAYGRFKEFHILLPKFDDGELLGYVIISG 
FIGTIMEGYGSVVYYLQCDYALKPTIRPSIDILVVWDVAMSLKFASSAVILFYCHLNSGY 
MFSDGFFVAMSKYRTDEKIRSLLSVIHVTYGCCGNYNYSEWYKVNWRASTSEHVVGFPES 
CCNKMAAQTLNDMCIAEIPYQEMSKLLPTEVGCLELLRWWYKFYMFSLASLFSVVAFIQS 
LSLILAGCIMSRTSNIHQDENEKLLQHSAILQLLYRPDL 
 
>hirmed1_2016_11_11_CDS_72183_291_nt;9-88,sp|P28648|CD63_RAT CD63 antigen OS=Rattus norvegicus 
GN=Cd63 PE=1 SV=2:87-168(evalue: 6.73667e-09, aln_length: 80) 
MLNFLSLIGLFLFFFVLFIVGIFLMGYRERLRLAWMKVMRDAMKEYSVNLNTKVLVDKIQ 
FEHRCCGAAGHEDWHKTPWLRSGTYPNDENYEDYLA 
 
TSG101 

>hirmed1_2016_11_11_CDS_48612_363_nt;1-119,sp|Q6IRE4|TS101_RAT Tumor susceptibility gene 101 
protein OS=Rattus norvegicus GN=Tsg101 PE=1 SV=1:1-119(evalue: 2.95487e-44, aln_length: 119) 
MASHEAFLRAALAKYRYHEETKNEIMKIIKSFSDLRPCTNNYVHNNGSTEELVCLEGTIP 
VTYKGKVYNIPICIYLVLTHPYNPPIIYVKPTPSMQIKPGKHVDTSGRVYLPYLHEWKHV 
 
>hirmed1_2016_11_11_CDS_48844_432_nt;4-143,sp|Q99816|TS101_HUMAN Tumor susceptibility gene 101 
protein OS=Homo sapiens GN=TSG101 PE=1 SV=2:250-390(evalue: 1.32348e-45, aln_length: 140) 
MALKAEMESLKTTQEDLEKGRHKLDNMLERIEKEQSKLESDMRLLQARDEEISKTLSKMK 
MSEEVDLDDMINPTAPLYKQILNAYAEEQSIDDAIYYLGEALRKEVIELDVFLKQVRELS 
RKQFLLRMLINKCRHKAGLPEIY 
 
>hirmed1_2016_11_11_CDS_49518_213_nt;1-57,sp|Q61187|TS101_MOUSE Tumor susceptibility gene 101 
protein OS=Mus musculus GN=Tsg101 PE=1 SV=2:131-186(evalue: 0.00150896, aln_length: 57) 
MAIVFGEEPPVFARPPGAIQPQRPPYPTNTAMPTPSFNRQPYPPSTQSFYPPTSTGFAQA 
NAQGPFSELH 
 
HSP70 

hirmed1_2016_11_11_CDS_18531_861_nt;1-256,sp|O43301|HS12A_HUMAN Heat shock 70 kDa protein 12A 

OS=Homo sapiens GN=HSPA12A PE=1 SV=2:441-674\(evalue: 8.44528e-83, aln_length: 256\) 

MRLMPECMNRLFQPTLDNITVAIANVLNQPDVSGVKHIFLVGGFAESPMLQQEIRKNFAHQARILIPTDVSLTILKGAVLYGIDP

SIVVIRKSRLTYGLGVLNRFVGGKHPESKKAMKDGVPWCVDVFDHLVLADQSVALGSSVIRSYTPAGPSQKFSLFHIYCTENRDV

EYVTDNGVVKCGTLRLDLDDYQWELETSPSRPVSQNLHDAEASPVVDGSKRREIQARLTFGDTEIKIIALDVATGNYVRATLDFL

NNFTHERITHKEHDQASESCKSATDDLLNAS



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

es cellules microgliales sont considérées comme les cellules immunitaires résidentes du 

système nerveux central (SNC). De nombreuses études ont démontré que ces cellules 

sont activées et recrutées sur le site de lésion. Les cellules microgliales de sangsue 

présentent un mode d’activation et de migration similaires post lésion expérimentale du SNC. 

Cette activation est accompagnée d'une libération massive de vésicules extracellulaires (VEs). 

Les VEs sont de petites particules produites par la plupart des types cellulaires et sont présentes 

dans plusieurs liquides biologiques, notamment la salive, l'urine, le lait maternel, le plasma et 

le liquide céphalo-rachidien ... Leur taille varie entre 30 nm et 1 µm de diamètre. Selon leur 

origine cellulaire, deux populations principales ont été décrites. Les exosomes qui sont connus 

comme des vésicules d'origine endosomales et les microvésicules qui sont générées suite au 

bourgeonnement de la membrane plasmique. 

Les travaux portent sur l'isolement de VEs libérées par des cellules microgliales en culture 

primaire. Chez la sangsue, ces dernières sont séparées des populations de neurones suite à la 

dissociation du SNC.  

Après quatre jours de culture, les VEs des cellules microgliales ont été isolées du milieu et leur 

contenu protéique a été analysé par spectrométrie de masse. 

D'autre part, les VEs isolées ont été également testées in vitro pour leur potentiel à induire une 

croissance neuritique à la fois sur les neurones de sangsue et des lignées cellulaires de 

neuroblastome de mammifères.  

Mots clefs  

Hirudo medicinalis, cellules microgliales, vésicules extracellulaires, contenu proteique, 

ultracentrifugation, Optiprep™, croissance neuritique.  

 

 

n Mammals, microglial cells are considered as the resident immune cells in central nervous 

system (CNS). Many studies demonstrated that, after injury, these cells are activated and 

recruited at the lesion site. Leech microglia presents a similar pattern of microglial 

activation and migration upon experimental lesion of its CNS. This activation is associated with 

the release of a large amount of Extracellular Vesicles (EVs).  

EVs are small particles produced by numerous cell types and found in several biological fluids 

including saliva, urine, breast milk, plasma and cerebrospinal fluid ... Their size fluctuates 

between 30 nm and 1 µm in diameter. Depending on their cell origin, two EVs populations are 

reported: exosomes are described to be endosomales vesicles, while microvesicles are generated 

after plasma membrane shedding.  

The main goal of this work was to isolate microglia EVs released in primery culture. For this 

purpose, microglial cells were separated from neurons after leech CNS dissociation. After four 

days, EVs were isolated from conditionned medium and their protein content was investigated 

by mass spectrometry analyses.  

In the other hand, EVs were assessed for their potential to induce neurite outgrowth on both 

leech neurons and mammal neuroblastoma cell lines.  

Keywords 

Hirudo medicinalis, microglia, extracellular vesicles, protein content, ultracentrifugation, 

Optiprep™, neurite outgrowth.  
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