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RESUME 

Étude des microARNs dans les vésicules extracellulaires microgliales : 
signatures et neuroprotection 

Dans le Système Nerveux Central (SNC), les cellules gliales influencent les activités neuronales. 

Les cellules microgliales, cellules immunitaires résidentes du SNC, contrôlent grandement 

l’état neuroinflammatoire. Ce contrôle est particulièrement important dans les fonctions 

physiologiques et s’avère souvent défectueux dans les neuropathologies. Les cellules 

microgliales sont en relation avec le microenvironnement cérébral et communiquent avec les 

autres types cellulaires (astrocytes, oligodendrocytes et neurones) afin de contrôler l’état 

neuroinflammatoire. Parmi les différents modes de communication intercellulaire au sein du 

SNC, les vésicules extracellulaires (VEs) interviennent largement dans les processus 

physiologiques (développement, homéostasie…) et pathologiques (maladies 

neurodégénératives…). C’est pourquoi, ce mode de communication a été étudié dans le 

dialogue entre la microglie et les neurones chez la sangsue Hirudo medicinalis. Cet annélide 

est un modèle intéressant de neurobiologie grâce à la structure linéaire de son système 

nerveux et à l’organisation de ses types cellulaires. Il permet l’étude du dialogue entre les 

cellules microgliales et les neurones au niveau d’une lésion expérimentale. Dans un premier 

temps, les résultats ont montré que les cellules microgliales interagissent avec les neurones 

lors d’une lésion du SNC et que des VEs sont libérées au niveau de cette lésion. De plus, les 

cellules microgliales produisent des VEs qui interagissent avec les neurones et délivrent un 

effet neurotrophique in vitro sur des neurones de sangsue et de rat. Dans un deuxième temps, 

la complexité des composés vésiculaires ainsi que des impératifs d’efficacité liés aux 

méthodes d’isolement nous ont conduits à développer l’analyse protéomique non ciblée et à 

grande échelle afin de valider les fractions positives en VEs mais aussi identifier leurs 

signatures protéiques biologiquement actives. Dans une dernière partie, nous nous sommes 

intéressés aux microARNs (miARNs) contenus dans les VEs microgliales. Les résultats ont 

permis l’identification de 6 miARNs dans les VEs microgliales, dont un seul, miR-146a, est 

décrit à ce jour dans le SNC chez les mammifères. Dans un contexte de dialogue 

neuroprotecteur entre VEs microgliales et neurones, les analyses neuronales ont prédit des 

ARNm potentiellement régulés par les miARNs contenus dans les VEs. Ces 6 miARNs ont 

également été identifiés dans les VEs issues de microglie de souris, de rat et humaine. Dans 
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leur ensemble, les résultats montrent que les cellules microgliales chez la sangsue produisent 

des VEs, ayant un effet neurotrophique sur les neurones, y compris des neurones de rat. 

L’identification des molécules présentes dans ces VEs (protéines et miARNs) a permis de 

soulever des perspectives sur les mécanismes neuroprotecteurs supportant ce dialogue 

microglie-neurone qu’il sera intéressant d’examiner chez les mammifères dans un contexte 

de lésion nerveuse.  

 

Mots clés : Microglie, Vésicules extracellulaires, miARNs, Sangsue Hirudo medicinalis, 
Neuroprotection.  
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SUMMARY 
 

Study of miRNAs in microglial extracellular vesicles: signatures and 
neuroprotection.  

 
In the Central Nervous System (CNS), the glial cells influence neuronal activities. The microglial 

cells, resident immune cells of the CNS, greatly control the neuroinflammatory state. This 

control is particularly important in physiological functions and is often defective in 

neuropathologies. The microglial cell activities depend on the brain microenvironment and 

they communicate with other cell types (astrocytes, oligodendrocytes and neurons) to control 

the neuroinflammatory state. Among the different mechanisms of intercellular 

communication within the CNS, extracellular vesicles (EVs) play a major role in physiological 

processes (development, homeostasis, etc.) and pathological processes (neurodegenerative 

diseases, etc.). Therefore, this mode of communication was studied in the dialogue between 

microglia and neurons in the leech Hirudo medicinalis. This annelid is an interesting model of 

neurobiology thanks to the linear structure of its nervous system and the organization of its 

cell types. It allows the study of the dialogue between microglial cells and neurons at the level 

of an experimental lesion. At first, the results showed that microglial cells interact with 

neurons during CNS injury and that EVs are released at the level of this lesion. In addition, 

microglial cells produce EVs that interact with neurons and deliver a neurotrophic effect in 

vitro on leech and rat neurons. In a second step, the complexity of the vesicular compounds 

as well as efficiency requirements related to the isolation methods led us to develop the non-

targeted proteomic analysis on a large scale in order to validate the positive EV fractions but 

also to identify their biologically active protein signatures. In a last part, we were interested 

in the microRNAs (miRNAs) contained in microglial EVs. The results allowed the identification 

of 6 miRNAs in microglial EVs, of which only one, miR-146a, is described to date in the 

mammalian CNS. In a context of neuroprotective dialogue between microglial EVs and 

neurons, the analysis of neuronal protein signatures predicted mRNAs potentially regulated 

by miRNAs contained in EVs. These 6 miRNAs were also identified in EVs derived from mouse, 

rat and human microglia. Overall, the results show that microglial cells in the leech produce 

EVs, exerting a neurotrophic effect on neurons, including rat neurons. The identification of 

the molecules present in these microglial EVs (proteins and miRNAs) made it possible to raise 
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perspectives on the neuroprotective mechanisms supporting this microglia-neuron dialogue 

that will be interesting to examine in mammals in a context of nerve injury. 

 

Keywords: Microglia, Extracellular vesicles, miRNAs, Leech Hirudo medicinalis, 

Neuroprotection.  
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AVANT-PROPOS 
 

De nombreuses neuropathologies du système nerveux central (SNC) sont liées à l'état 

neuroinflammatoire. C'est un mécanisme complexe qui est de plus en plus considéré, mais 

toujours mal compris car les processus immunitaires sont divers et dépendent de 

l'environnement cellulaire. Cette neuroinflammation va pouvoir être supportée dans un 

premier temps par les cellules immunitaires résidentes du SNC, les cellules microgliales, qui 

représentent entre 5 et 10 % des cellules du SNC. En revanche, quand l’intégrité de la barrière 

hémato-encéphalique (BHE) est compromise, une infiltration de cellules immunitaires 

d’origine sanguine intervient. Dans ce contexte, la discrimination de la microglie résidente et 

des cellules immunitaires ayant infiltré le SNC reste compliquée à établir tant dans leurs sous-

populations que dans leurs rôles respectifs (neurotoxiques vs. neuroprotecteurs) dans la 

balance neuroinflammatoire [1].  

La régulation de cet état neuroinflammatoire s’effectue grâce à une communication entre les 

cellules immunitaires résidentes du SNC, la microglie et les autres types cellulaires (neurones 

et cellules gliales dérivées des neurones : les astrocytes et les oligodendrocytes) [2]. Les 

cellules microgliales ont été décrites pour la première fois en 1919 par del Rio-Hortega comme 

le troisième élément du cerveau avec les neurones et les astrocytes [3]. Ce n’est que plusieurs 

décennies plus tard que l’origine de ces cellules sera démontrée. En effet, les cellules 

microgliales ont une origine myéloïde et proviennent du sac vitellin au cours de 

l'hématopoïèse primitive, tandis que les macrophages sanguins proviennent du foie fœtal et 

sont apparus au cours de l'hématopoïèse définitive [4]. Les cellules microgliales interagissent 

avec toutes les cellules présentes dans le SNC afin d’aider aux processus développementaux, 

à l’homéostasie du cerveau et à la réparation tissulaire mais peuvent aussi contribuer aux 

pathologies neurologiques. En condition physiologique, les cellules microgliales ont une 

morphologie étoilée et adoptent un statut d’immunosurveillance garantissant l’homéostasie 

du SNC. A la suite de signaux d’activations, ces cellules changent progressivement de 

morphologie en perdant leurs filopodes pour adopter une structure amiboïde [5]. La microglie 

est la première ligne de défense contre les pathogènes dans le SNC. Elles ont un rôle clé dans 

la régulation de la réponse aux pathogènes, en répondant par la production et la diffusion de 

facteurs solubles comme des cytokines et des radicaux libres [6]. Les cellules microgliales 
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contribuent ainsi de manière essentielle à l'homéostasie cérébrale. Leurs rôles divers et 

parfois subtils en interaction étroite avec les activités et les plasticités neuronales les 

montrent désormais comme un acteur important dans la physiologie normale et dans les 

processus pathologiques du cerveau. 

La communication intercellulaire entre les différentes cellules du SNC est essentielle au bon 

développement du cerveau et pour ses nombreuses fonctions. Les cellules peuvent 

communiquer entre elles sur de courtes distances grâce des contacts cellules-cellules ou par 

la sécrétion paracrine de molécules. Mais, les cellules du SNC peuvent aussi communiquer par 

l’intermédiaire de vésicules extracellulaires (VEs), permettant par ailleurs d’entretenir des 

dialogues spécifiques et complexes sur de plus longues distances [6]. Cette forme de 

communication a été rapportée à la fin des années 1960 par la description de structures 

membranaires plus petites que l’échelle cellulaire [7]. Depuis lors, ce mode de communication 

a été décrit dans de nombreux processus physiologiques mais aussi pathologiques, y compris 

dans le système nerveux et dans la balance de la neuroinflammation [8]. Comme décrit 

auparavant, les cellules microgliales sont les cellules immunitaires résidentes du SNC. De 

nombreux travaux ont mis en évidence la production de VEs par les cellules microgliales [6,9]. 

En effet, il a été montré que les VEs microgliales ont une implication dans la propagation des 

tauopathies [10]. Cependant, d’autres travaux montrent que les VEs microgliales peuvent 

aussi induire une neuroprotection. Lors d’un traumatisme crânien par exemple, les cellules 

microgliales sécrètent des VEs qui réduisent l’inflammation et contribuent à la croissance 

neuritique [11]. La discrimination des réponses microgliales médiées par les VEs est donc 

possible mais elle reste compliquée tant les effets neurotoxiques et neuroprotecteurs peuvent 

s’exprimer au sein d’un même tissu. Il est donc intéressant de décrypter le contenu et les 

effets médiés par ces VEs d’origine microgliale dans un contexte physiologique mais aussi 

pathologique. Les VEs, quelles que soient les cellules qui les produisent, contiennent de 

nombreuses molécules comme des protéines, des lipides et des acides nucléiques (ADN, 

microARN (miARN) et ARN messager (ARNm)) [12]. Ce contenu peut tout de même varier en 

fonction de l’origine cellulaire mais aussi selon l’état d’activation de la cellule. La découverte 

de composés spécifiques des VEs peut donc permettre de mettre en évidence des 

biomarqueurs de pathologies. Dans les maladies du cerveau par exemple, la découverte des 

composés vésiculaires permettrait également de mieux comprendre les processus 
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physiopathologiques et ainsi concevoir de nouvelles thérapies. Une notion toute particulière 

au système nerveux concerne l’accessibilité des tissus. La BHE constitue un obstacle à prendre 

en compte lorsqu’on administre une molécule thérapeutique. La perspective d’une utilisation 

de VEs thérapeutiques est déjà à l’étude et offre désormais une possibilité de franchissement 

de cette barrière tout en maintenant un cocktail thérapeutique intact et un adressage 

spécifique vers les zones pathologiques.  

C’est d’abord dans un contexte de recherche fondamentale dédiée à l’étude des réponses 

microgliales que le laboratoire a utilisé le modèle d’étude invertébré Hirudo medicinalis. Cette 

sangsue médicinale possède de nombreuses cellules microgliales. Sans établir un parallèle 

naturel et complet avec les réponses microgliales observées chez les mammifères, cet 

organisme développe des échanges entre la microglie et les neurones en réponse notamment 

à des situations de lésions neuronales. Le neurobiologiste espagnol Pio del Rio-Hortega, élève 

de Ramón y Cajal, a historiquement découvert et baptisé les cellules microgliales, en utilisant 

entre autre le SNC de la sangsue avec d’autres modèles tels que le chat et le lapin. Le SNC de 

sangsue présente des capacités intéressantes de réparation fonctionnelle de ses lésions 

axonales en restaurant les connexions synaptiques à l’identique de celles présentes avant la 

lésion [13]. Les cellules microgliales peuvent être suivies chez la sangsue grâce au même 

marqueur microglial Iba1 (pour Ionized calcium binding adaptor molecule 1) reconnu dans la 

microglie chez les mammifères [14,15]. De plus, d’autres travaux réalisés au laboratoire ont 

montré que seules les cellules microgliales peuvent répondre à des molécules chimiotactiques 

et migrer jusqu’au point de lésion [16–20]. Enfin, Il a été montré que cette microglie résidente 

joue un rôle primordial dans le processus de régénération nerveuse chez la sangsue. Si 

l’accumulation microgliale est compromise, la repousse axonale est significativement ralentie 

[21]. Les cellules sanguines participeraient à la formation d’une cicatrice gliale autour des 

cellules endothéliales périphériques mais n’infiltrent pas la chaine nerveuse [22]. Cette 

réponse microgliale résidente exerce des effets favorisant la repousse axonale et la 

synaptogenèse. 

Dans ce contexte, notre étude s’est orientée vers la caractérisation des contenus des VEs 

issues de la microglie. Les premiers travaux du laboratoire dédiés aux VEs microgliales, 

auxquels j’ai contribué, ont mis en évidence la production importante de VEs par la microglie 

dont les effets in vitro permettent d’augmenter la croissance neuritique (Publications 1 et 2) 



 

 4 

[20,23]. La complexité des composés vésiculaires ainsi que des impératifs d’efficacité liés aux 

méthodes d’isolement nous ont conduits à développer l’analyse protéomique non ciblée et à 

grande échelle afin de valider les fractions positives en VEs mais aussi identifier leurs 

signatures protéiques biologiquement actives (Publications 3 et 4) [24,25]. Mon travail 

principal a ensuite consisté à focaliser l’analyse des VEs microgliales sur leur contenu en 

miARNs (Publication 5). En effet, les miARNs sont décrits comme des régulateurs importants 

de l’état neuroinflammatoire [26]. Il est donc intéressant de préciser ces signatures en miARNs 

afin de mieux comprendre l’importance des VEs dans les réponses microgliales régulant l’état 

neuroinflammatoire du système nerveux. Après avoir mis en évidence la présence de miARNs 

dans les VEs microgliales de sangsue médicinale, dont certains n’ont jamais été décrits chez 

les animaux, les préparations de VEs microgliales ont fait l’objet d’une validation par la 

recherche protéomique non ciblée de marqueurs de VEs. Les préparations vésiculaires sont 

comparées pour leur effet in vitro sur la croissance neuritique de neurones primaires de rat. 

Enfin, sur ces neurones primaires mis en présence ou non de VEs microgliales de sangsue, une 

étude protéomique à grande échelle a été effectuée afin de déterminer les bouleversements 

protéiques mis en jeu dans la croissance neuritique. Parmi ces changements, certaines 

protéines peuvent résulter d’ARNm potentiellement régulés par les miARNs présents dans les 

VEs, ce qui éclairera davantage la compréhension d’un tel dialogue entre microglie et 

neurones. Nous avons également recherché dans une étude préliminaire les similitudes dans 

les VEs issues d’une culture microgliale primaire de rat et des lignées microgliales 

immortalisées (BV2 de souris et CHME3 humaine). Cette comparaison de signature ne s’est 

portée arbitrairement que sur les 6 miARNs initialement décrits dans les VEs microgliales de 

sangsue. Les préparations vésiculaires issues des 4 types différents de cellules microgliales 

commencent à être comparées pour leur effet in vitro sur la croissance neuritique de neurones 

primaires de rat.  
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I- Le système nerveux chez les mammifères 

1- Introduction générale 
 
Le système nerveux est divisé en deux parties, le système nerveux central (SNC) et le système 

nerveux périphérique (SNP).  

Le SNP est composé des nerfs spinaux répartis dans le corps et des nerfs crâniens. Les nerfs 

spinaux sortent de la moelle épinière au niveau de chaque espace intervertébral. Ils sont 

constitués d’une racine antérieure motrice et d’une racine postérieure sensitive. Les nerfs 

crâniens proviennent directement du cerveau et du tronc cérébral.  

Le SNC comprend l’encéphale ainsi que la moelle épinière, ces deux composants sont protégés 

par le liquide cérébro-spinal qui les entoure. Celui-ci protège des chocs traumatiques entre le 

cerveau et la boite crânienne et entre la moelle épinière et les vertèbres. Le tout est protégé 

par des méninges composées de 3 couches : La dure-mère qui est adhérente à la boite 

crânienne, l’arachnoïde et la pie-mère qui sont adhérentes à l’encéphale. Ce dernier 

comprend 3 organes qui sont le cerveau, le cervelet et le tronc cérébral. Tous ces éléments 

sont situés au sein de la boite crânienne. A la sortie de la boite crânienne commence la moelle 

épinière. Elle est située dans le canal rachidien, qui résulte de la superposition des vertèbres 

de la colonne vertébrale, elle se termine au niveau de la vertèbre lombaire L1. En dessous de 

cette vertèbre lombaire et jusqu’au sacrum, le canal rachidien est occupé par les racines des 

nerfs spinaux issus de la moelle lombaire appelée plus communément « la queue de cheval ». 

Le SNC peut être divisé en deux tissus : la matière grise et la matière blanche. La matière grise 

est composée de corps cellulaires neuronaux, de l’arborisation dendritiques ainsi que de 

certaines cellules gliales. La matière blanche est quant à elle composée des axones des 

neurones. Elle doit sa couleur blanche à la gaine de myéline provenant des oligodendrocytes 

qui recouvre les axones. Dans le cerveau, la matière grise est située dans la zone externe et la 

matière blanche dans la zone interne du cerveau. Dans la moelle épinière, cette organisation 

est inversée. Le rôle du SNC est de recevoir, enregistrer et interpréter les signaux qui 

parviennent de la périphérie pour ensuite organiser la réponse à envoyer.  
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2- Les différentes cellules d’origine neuronale 
 
Le SNC est composé de deux grands types de cellules : les neurones et les cellules gliales. Ces 

dernières sont soit d’origine neuronale: les astrocytes et les oligodendrocytes, soit d’origine 

non neuronale : les cellules microgliales (ou microglie) qui seront traitées dans le chapitre 

suivant. Les neurones permettent la réception, le traitement ainsi que la transmission de 

l’information par l’intermédiaire de signaux électriques ou par des molécules chimiques [27]. 

Les neurones, les astrocytes et les oligodendrocytes partagent la même origine 

neuroépithéliale et apparaissent lors de l’embryogenèse d’une façon bien définie. Les cellules 

souches neurales (CSN) vont d’abord se diviser afin de donner soit des précurseurs de 

neurones ou directement des neurones. Ensuite, ces CSN vont passer d’un phénotype 

neurogène à gliogénique. Les mécanismes qui permettent ce changement phénotypique 

existent dans les cellules souches ainsi que dans les cellules souches pluripotentes induites 

[28]. Une combinaison de facteurs externes et épigénétiques permet d’activer la formation 

des trois populations. 

 

a- Les neurones 

 

Le cerveau est composé d’environ 100 milliards de neurones représentant environ 10% du 

nombre total des cellules du cerveau. Les 90% restants sont composés par les cellules gliales. 

Les neurones sont l’unité fondamentale du SNC, ils sont les garants de l’émission et de la 

propagation de l’information nerveuse. Sur le plan morphologique, les neurones sont 

constitués de trois parties : les dendrites, le corps cellulaire et l’axone. Les dendrites reçoivent 

les informations qui sont ensuite transmises au corps cellulaire, puis elles sont retransmises 

vers l’extérieur par l’intermédiaire de l’axone.  

Les neurones communiquent entre eux par les synapses, soit électrique, soit chimique. La 

synapse électrique a lieu après un alignement des canaux ioniques. Cet alignement permet la 

formation d’un pore par lequel les ions diffusent du neurone présynaptique vers le neurone 

postsynaptique [29]. Dans le cas de la synapses chimique, il n'y a pas de jonction comme pour 

les synapses électriques mais un espace entre deux neurones appelé fente synaptique. Le 

neurone présynaptique libère au niveau de la fente, des vésicules synaptiques qui contiennent 

les neurotransmetteurs. Ensuite, les canaux ioniques situés sur le neurone postsynaptique, 



 

 8 

s’ouvrent ou se ferment avec comme impact la possibilité de générer ou bloquer un potentiel 

d'action, en fonction de la nature excitatrice ou inhibitrice du neurotransmetteur. 

Il existe de nombreux marqueurs immunohistochimiques pour identifier les neurones. Les 

plus utilisés sont : Les protéines associées aux microtubules 2 (MAP2), la synaptophysine, 

l’énolase spécifique des neurones (NSE), le neurofilament et l’antigène nucléaire neuronal (ou 

NeuN) [30–32]. 

 

b- Les astrocytes  
 
Les astrocytes représentent environ 20 à 40 % du nombre total des cellules du cerveau chez 

les mammifères. Les astrocytes ont une morphologie étoilée (préfixe astro = astre). Ils sont en 

relation très étroite avec les neurones au sein du cerveau grâce à leurs nombreuses 

ramifications et peuvent être classés en deux sous-populations : les astrocytes fibrillaires et 

les protoplasmiques. Les astrocytes fibrillaires interagissent avec les fibres axonales 

myélinisées et les vaisseaux sanguins alors que les astrocytes protoplasmiques interagissent 

avec les synapses des neurones [33]. Le ratio neurones/astrocytes varie en fonction de la zone 

du cerveau. Dans le cortex cérébral, le nombre d’astrocytes est supérieur aux neurones alors 

que dans le cervelet, les neurones seront beaucoup plus nombreux que les astrocytes. Les 

astrocytes assurent la protection des neurones et entre autre assurent le support 

neurotrophique. Ils aident à la maturation des synapses, induisent la myélinisation et la 

synaptogenèse et enfin participent au support interne (côté tissu nerveux) de la barrière 

hémato-encéphalique (BHE) [34]. Ils ont un rôle dans l'homéostasie ionique, l’élimination des 

neurotransmetteurs, la formation et l'élimination des synapses, l’intégrité et la perméabilité 

de la BHE ainsi que la réponse inflammatoire. [33,35–39]. Les astrocytes jouent un rôle actif 

dans la neuroinflammation et leurs réponses peuvent être bénéfiques ou délétères à la 

réparation tissulaire, en fonction du type de stimuli présent lors de l’inflammation [40]. Sur ce 

principe, ils contribuent par des changements regroupés sous le terme de réaction 

astrocytaire à la libération de molécules apparentées à celles impliquées dans l'inflammation. 

Ils contribuent aux changements de propriétés de la BHE et au passage de cellules 

immunitaires d’origine sanguine aggravant l’état inflammatoire et la pathogenèse de 

certaines maladies comme la sclérose en plaque [41]. Le marqueur histologique le plus 
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couramment utilisé, même s’il ne semble pas être exclusif aux astrocytes ni même marquer 

tous les astrocytes, est la protéine acide fibrillaire gliale (ou GFAP) [42].  

 

c- Les oligodendrocytes 
 
Les oligodendrocytes représentent environ 5 à 10 % des cellules gliales dans le SNC. Il en existe 

deux types : les oligodendrocytes et les oligodendrocytes satellites. Les oligodendrocytes 

satellites sont situés autour des neurones et régulent leur microenvironnement. Ils sont 

différents des astrocytes sur plusieurs points : leur plus petite taille, la plus grande densité du 

cytoplasme et du noyau, l'absence de filaments intermédiaires (fibrilles) et de glycogène dans 

le cytoplasme et la présence d'un grand nombre de microtubules dans leurs processus. Les 

oligodendrocytes sont les cellules qui produisent la myéline, permettant ainsi d’accélérer la 

transmission de l’influx nerveux le long de l’axone. Ils vont organiser la myéline en couches 

autour de certains axones des neurones. Il peut y avoir jusqu'à 300 couches de myéline autour 

d’un axone [43]. Un oligodendrocyte peut myéliniser jusqu'à 50 axones. Le développement 

des oligodendrocytes s’effectue différemment entre la moelle épinière et le cerveau. Dans le 

cerveau, trois vagues successives se succèdent pour coloniser les différentes régions du 

cerveau, en commençant par le télencéphale et se terminant dans le cortex postnatal [44]. Si 

une vague de colonisation est bloquée, les cellules précurseurs des oligodendrocytes (CPOs) 

d’une autre vague de colonisation combleraient les zones vacantes sans aucune conséquence 

sur la distribution spatiale des oligodendrocytes et sur leurs fonctions [44]. Dans la moelle 

épinière, les oligodendrocytes dérivent d’un domaine particulier de la zone ventriculaire 

ventrale. Cette zone donne d’abord naissance aux motoneurones et ensuite aux CPOs qui 

migrent dans toutes la moelle épinière et deviennent des oligodendrocytes [45,46]. 

 

3- Les cellules d’origine non neuronale : la microglie 

a- Introduction Générale 
 
Le SNC a longtemps été considéré comme un organe immuno-privilégié dû à son manque de 

drainage lymphatique et sa capacité réduite à présenter des antigènes. La réponse 

immunitaire au sein du SNC est assurée par les cellules immunitaires résidentes du SNC qui 

sont les cellules microgliales ainsi que les macrophages méningés, périvasculaires et ceux du 

plexus choroïde. Les cellules microgliales sont les seules cellules immunitaires du parenchyme 
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processus physiologiques tout au long de la vie de l’organisme et ce, dès le début de 

l’édification du SNC puisqu’elles contribuent à l’élagage synaptique post-natal permettant de 

remodeler les synapses [50,51]. Elles participent ensuite à l’homéostasie tissulaire en 

phagocytant les débris des cellules en apoptose lors de la senescence ou au cours de maladies 

neurodégénératives, permettant ainsi la mise en place de réponses anti-inflammatoires [52]. 

En revanche, dépendamment des signaux d’activation, des sous-populations microgliales 

peuvent être impliquées lors de processus pathologiques comme dans les maladies 

neurodégénératives, les pathologies inflammatoires mais aussi dans les pathologies 

psychiatriques [53].  

Des études récentes montrent que des éléments jusque-là négligés comme le sexe, le 

microbiome de l’individu ou les facteurs épigénétiques ont une influence essentielle sur la 

microglie [54]. Ainsi, comme toutes les autres populations cellulaires du cerveau, il reste 

encore beaucoup à découvrir sur ce type cellulaire tant dans leurs implications physiologiques 

que pathologiques.  

 

b- Ontogénie des cellules microgliales 
 
L’origine des cellules microgliales a longtemps été discutée. Les premières hypothèses 

suggéraient une origine neurectodermique ou encore sanguine. Récemment, plusieurs séries 

d’expériences avec notamment le suivie de lignées ont démontré l’origine des cellules 

microgliales. Les expériences de Ginhoux et al. en 2010 ont définitivement montré que les 

cellules microgliales proviennent du sac vitellin lors de l’hématopoïèse primitive et non du foie 

fœtale [4].  

Chez les rongeurs, il existe 3 vagues successives d’hématopoïèse qui se chevauchent 

partiellement, ce qui est l'une des raisons pour lesquelles l'ontogénie de la microglie et des 

macrophages du SNC a toujours été difficile à déterminer (Figure 2). La première vague se 

déroule dans le sac embryonnaire au 7ème jour de développement embryonnaire. Les cellules 

progénitrices se forment à partir de la plaque postérieure du mésoderme du sac 

embryonnaire. Ces progéniteurs se différencient en progéniteurs érythromyéloïdes (PEM) et 

en macrophages du sac embryonnaire. Ils expriment le récepteur du facteur stimulant les 

colonies (ou CSF1R) et sont indépendants de l’activateur transcriptionnel MYB. Ces PEM vont 

ensuite devenir des macrophages du sac embryonnaire A1 et ensuite A2 (ou pré-

macrophages). Ces cellules sont positives pour le récepteur à la chimiokine CX3C (ou CX3CR1). 
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Entre les stades embryonnaires 8.5 et 9.5, les macrophages du sac embryonnaire vont ensuite 

coloniser tout l’embryon, y compris le SNC. La colonisation du cerveau donnant lieu à la 

microglie va s’effectuer tout d’abord dans le mésenchyme céphalique au stade embryonnaire 

9.0 et ensuite dans le neuro-épithélium au stade embryonnaire 9.5 [4,55]. Le transport de ces 

cellules s’effectue vraisemblablement par le biais de la circulation sanguine [4]. La dispersion 

de ces macrophages du sac embryonnaire nécessite le récepteur CX3CR1. L’invalidation 

expérimentale de ce récepteur déclenche d’ailleurs un stockage des macrophages du sac 

embryonnaire. Mais il n’est que temporaire et indique que d’autres molécules permettent la 

migration de ces cellules. Parmi ces signaux, la lysophosphatidylcholine et des nucléotides 

libres libérés par les neurones en apoptose peuvent servir de signaux chimioattractants pour 

les macrophages du sac embryonnaire dans le cerveau [56,57].  

Au stade embryonnaire 8.25, une deuxième vague d’hématopoïèse se produit à partir de 

l’endothélium du sac embryonnaire et génère les PEM secondaires. Ces PEM secondaires 

n’expriment pas le récepteur CSF1R mais sont dépendants du facteur MYB. Cela indique que 

ces cellules ont des propriétés moléculaires et/ou un potentiel de différentiation différents. 

Ces PEMs secondaires migrent dans le foie fœtal au stade embryonnaire 9.5 et deviennent 

des progéniteurs myéloïdes du foie. Au stade embryonnaire 12.5, ils vont avoir une haute 

capacité de prolifération et devenir des monocytes du foie fœtal. Au stade embryonnaire 14.5, 

ces monocytes envahissent tous les tissus embryonnaires sauf le cerveau car, avec la 

formation de la BHE au stade embryonnaire 13.5, elle empêche leur entrée dans le cerveau 

[48]. La troisième vague d’hématopoïèse génère des cellules souches hématopoïétiques (CSH) 

immatures à partir de l’endothélium hématogène dans la région splanchno-pleurale para-

aortique au stade embryonnaire 10.5. Ces CSH, en plus de donner les monocytes de la moelle 

osseuse, rejoignent progressivement dans le foie les progéniteurs myéloïdes générés lors de 

la deuxième vague d’hématopoïèse. Par conséquent, les microglies sont uniquement 

produites à partir des PEM primaires. Les monocytes dérivés des PEM secondaires et les 

monocytes dérivés de CSH contribuent à tous les autres macrophages tissulaires. 
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l’oxygène (ou NRROS) se montrent impliqués dans la quiescence des cellules microgliales. Une 

perte de l’expression de SALL1 amène à une disparition rapide de la signature microgliale et 

une augmentation des gènes associés aux macrophages tissulaires. Une perte de l’expression 

de NRROS conduit aussi à la disparition de la signature microgliale mais une augmentation des 

gêne associés macrophages périvasculaires [60,61]. NRROS et SALL1 sont donc très importants 

pour la maturation des cellules microgliales. En revanche, chez l’adulte le facteur de 

transcription SALL1 est nécessaire pour maintenir l'identité microgliale, alors que NRROS n’est 

pas requis [48]. Ces différentes données montrent que les facteurs environnementaux sont 

essentiels pour la spécification et le maintien de l’identité des cellules microgliales.  

 

d- Fonctions microgliales en condition physiologique  
 
Les cellules microgliales interviennent tout au long de la vie de l’organisme dès la période 

prénatale. Au cours de cette période, les microglies exercent de nombreux rôles dans 

l’édification du SNC. Elles vont promouvoir la mort cellulaire. En effet, des expériences 

menées lors du développement de la rétine chez le poulet montrent que les microglies vont 

exprimer le facteur de croissance des nerfs (ou NGF) qui induira l’apoptose des cellules de la 

rétine via sa liaison au son récepteur le NGFR. De plus, les microglies promeuvent la 

fasciculation des axones dans le corps calleux dorsal grâce à la molécule DAP12 (pour DNAX 

activating protein of 12 kDa). Les microglies contribuent également à l’assemblage des circuits 

neuronaux en régulant la croissance de certains axones et en aidant au positionnement des 

neurones au sein des différentes couches. Enfin, les microglies peuvent participer à 

l’architecture vasculaire cérébrale en favorisant la fusion des cellules endothéliales dans le 

cerveau postérieur (Figure 3).  

 







 

 17 

e- Fonctions microgliales en condition pathologique 
 
Au cours de la vie, l’homéostasie tissulaire est essentielle. Dans le cerveau, les cellules 

microgliales assurent ces fonctions d’élimination des débris cellulaires. Longtemps perçues 

comme très sollicitées dans les maladies neurodégénératives par exemple, leur suractivité 

prenait l’image d’une conséquence pathologique. Désormais, la microglie est également vue 

comme un contributeur à la progression de nombreuses neuropathologies (tumeurs 

cérébrales, sclérose en plaque, maladie d’Alzheimer, maladie de Parkinson…) et peut 

représenter une cause pathologique.  

Lors du développement d’une tumeur cérébrale comme les gliomes, les cellules cancéreuses 

vont sécréter des facteurs comme CSF1, MCP-1 (pour monocyte chemoattractant protein 1), 

CXCL12 (pour C-X-C Motif Chemokine Ligand 12) et GDNF (pour glial cell line derived 

neurotrophic factor) qui auront pour but d’attirer les cellules microgliales mais aussi les 

macrophages périphériques infiltrants afin de favoriser la croissance tumorale. Parmi ces 

facteurs sécrétés par la tumeur, le CSF1 qui est impliqué dans la différentiation des cellules 

microgliales, permet le recrutement des cellules microgliales et macrophagiques au niveau de 

la tumeur et les convertit en cellules immunitaires pro-tumorales. Ces macrophages associés 

à la tumeur (ou TAMs) vont alors sécréter des facteurs comme le TGF-b, STI, EGF (epidermal 

growth factor), l’interleukine 6 (IL-6) et l’interleukine 1b (IL1-b) permettant à la tumeur de 

s’accroitre et envahir d’autres régions cérébrales. La sécrétion du TGF-b par les TAMs va 

déclencher la libération par les cellules tumorales de versican et de la métalloprotéase 2 

inactive (pro-MMP2). La libération du versican va stimuler l’expression de la MT1-MMP (ou 

matrix metalloproteinase-14), enzyme qui activera la MMP2. Cette MMP2 active dégrade 

alors la matrice extracellulaire permettant l’invasion tumorale [53,62]. 

Dans la sclérose en plaques (SEP), maladie inflammatoire du SNC, la gaine de myéline 

entourant les neurones est progressivement détruite, ce qui compromet la transmission de 

l’influx nerveux. Les principaux responsables sont les lymphocytes T qui pénètrent les tissus 

nerveux à la suite d’une perméabilité de la BHE et surtout à la suite de leur chimioattraction 

par des chimiokines d’origine microgliale et macrophagique. Les lymphocytes T sont alors en 

coopération étroite avec les macrophages infiltrants et les cellules microgliales qui en retour 

pourront plus ou moins efficacement éliminer les débris de myéline et contribuer à une forte 

capacité de remyélinisation. Dans les cas les plus sévères, les lymphocytes T ne permettent 
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pas une activation appropriée de la microglie, ce qui affecte l’ensemble de la cascade de 

réparation [63].  

Les cellules microgliales présentent aussi un rôle dans les pathologies neurodégénératives. 

Ces pathologies sont caractérisées par le dépôt de protéines agrégées et mal repliées en 

fonction de l'âge. La microglie va exprimer à sa surface des récepteurs de reconnaissance des 

pathogènes (ou PRR) qui vont reconnaitre soit des modèles moléculaires associés aux agents 

pathogènes (ou PAMPs) ou des modèles moléculaires associés à des dommages (ou DAMPs). 

Parmi ces DAMPs reconnus par la microglie, se trouvent les protéines mal repliées, les 

protéines agrégées ou les acides nucléiques. Ces DAMPs contiennent par exemple les agrégats 

des : peptide amyloïde Ab, 𝛼-synucléines, huntingtine mutante, superoxyde dismutase 1 

(SOD1) et chromogranine. Ces molécules activent donc les PRRs et entrainent la mort 

cellulaire, favorisent la neurodégénérescence et par conséquent la progression de la 

pathologie. L’implication des cellules microgliales dans la maladie d’Alzheimer n’est pas 

totalement démontrée car il reste difficile encore aujourd’hui de discriminer les altérations 

des fonctions microgliales liées à l’âge (diminution des capacités de nettoyage par exemple) 

de celles liées à la pathologie elle-même. Il existerait probablement une liaison étroite entre 

ces deux phénomènes. Des études récentes montrent que la microglie pro-inflammatoire est 

localisée autour des plaques amyloïdes Ab [64,65]. Le microenvironnement situé autour des 

plaques amyloïdes attire la microglie via des facteurs comme MCP-1 𝛼/β, l’interleukine 8 (IL-

8) et MCSF (ou CSF1). Ces facteurs chimioattractants augmentent l’afflux microglial associé 

aux plaques amyloïdes. Si les cellules microgliales sont normalement des cellules mobiles qui 

surveillent en permanence le SNC, celles qui sont accumulées autour des plaques Ab, dans la 

maladie d’Alzheimer, sont moins mobiles, moins réactives et probablement davantage pro-

inflammatoires. Encore une fois, leur importance dans la pathophysiologie reste floue mais 

l’association de l’âge et de l’accumulation microgliale aux abords des dépôts amyloïdes est 

une étape clé de la pathologie qu’il faudra comprendre [66].  
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II- La sangsue médicinale Hirudo medicinalis 

1- Introduction générale  
 
La sangsue Hirudo medicinalis est un invertébré annélide d’eau douce hématophage. Elle 

appartient au groupe des hirudinées. Cet animal, très utilisé par le passé, retrouve un intérêt 

dans un nombre croissant de services hospitaliers, en France et à l’étranger, car il apporte de 

nombreux effets bénéfiques dans le traitement de maladies inflammatoires comme l’arthrose 

ou bien comme dispositif de nettoyage des cicatrices après certaines opérations chirurgicales. 

Ces « hirudothérapies » consistent à disposer une ou plusieurs sangsues sur la peau. Les 

animaux peuvent à la fois consommer le sang coagulé qui forme un obstacle à la bonne 

cicatrisation, et en même temps libérer les nombreuses molécules contenues dans leur salive 

[67]. Les substances bioactives les plus connues sont les antistasines, la guamérine, l'hirudine 

(longtemps utilisée par les médecins pour empêcher la formation de caillot sanguin avant la 

découverte de l’héparine), la saratine, les bdellines, le complément et les inhibiteurs de la 

carboxypeptidase. Ces molécules ont des fonctions analgésique, anti-inflammatoire, 

d’inhibition plaquettaire, anticoagulante, antimicrobienne, ainsi que des effets sur la 

dégradation de la matrice extracellulaire. Ces propriétés salivaires ont été développées 

naturellement par cet animal hématophage pour se prémunir d’une réaction de coagulation 

et d’une réaction inflammatoire dans son propre système digestif après un repas de sang [67]. 

Au niveau scientifique, les recherches fondamentales ont donc porté sur les contenus 

salivaires [68,69]. La sangsue médicinale s’est également illustrée comme modèle 

expérimental en neurosciences. Son système nerveux est décrit depuis plusieurs décennies et 

a très tôt fait l’objet d’études histologiques en raison de la grande taille de ses neurones [70]. 

Gustav Retzius, neuro-histologiste suédois (1891), a même dessiné le système nerveux de la 

sangsue médicinale. Plusieurs décennies plus tard, les travaux de Kuffler, l’un des pères des 

neurosciences modernes, ont étudié les propriétés des cellules gliales [71]. Ces études ont 

permis de contribuer à la découverte des propriétés électrophysiologiques des cellules 

nerveuses chez les vertébrés [72]. Les travaux d’électrophysiologies menés sur le système 

nerveux de la sangsue médicinale ont également permis de cartographier de façon précise les 

cellules nerveuses [73–75]. Enfin, le système nerveux de la sangsue a représenté un modèle 

intéressant pour l’identification des cellules microgliales. La sangsue est considérée comme le 

premier modèle de recherche sur les cellules microgliales [76]. Pio del Rio-Hortega a 
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notamment utilisé le SNC de la sangsue pour décrire historiquement les cellules microgliales 

en utilisant une coloration au carbonate d’argent [3,76]. Cet organisme présente la capacité 

de régénérer ses axones après une blessure avec une grande précision et de récupérer sa 

capacité locomotrice [77]. C’est pourquoi, plusieurs études portant sur la régénération 

axonale ont été menées avec succès sur ce modèle [78–81]. 

 

2- Le système nerveux central de la sangsue médicinale 
 
Le système nerveux central de la sangsue est situé dans une capsule fibreuse elle-même située 

au sein du sinus sanguin ventral. Il est constitué d’une série de ganglions cérébroïdes situés 

en arrière de la ventouse péribuccale (partie céphalique), de 21 ganglions segmentaires et 

enfin de sept ganglions caudaux fusionnés innervant la ventouse postérieure. Les ganglions 

adjacents qui créent une chaine d’une extrémité à l’autre de l’animal sont reliés entre eux par 

deux tissus connectifs. De chaque ganglion segmentaire sortent les racines latérales qui 

permettent d’innerver les tissus périphériques [14].  

Chaque ganglion contient environ 400 neurones dont les axones se projettent en grande 

majorité dans les tissus connectifs adjacents. Les cellules microgliales sont situées dans tout 

le SNC. Chaque ganglion contient environ 10 000 cellules microgliales et chaque connectif 

inter-ganglionnaire en contient environ 2 000. D’autres cellules sont présentes dans le SNC : 

une cellule macrogliale qui entoure les axones et située dans chaque connectif, deux cellules 

gliales géantes localisées dans le neuropile et six cellules gliales du paquet par ganglion qui 

entourent les corps cellulaires neuronaux (Figure 7).  
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Il n’existe pas de type cellulaire morphologiquement comparable aux astrocytes ou aux 

oligodendrocytes chez la sangsue. Les cellules gliales présentes au sein du SNC, en dehors de 

la microglie, assurent des fonctions qui ne sont pas encore précisées à ce jour. Grace à un tissu 

nerveux facilement accessible, ainsi que la capacité de pouvoir rapidement isoler les cellules 

microgliales et les neurones, la sangsue médicinale offre en tant que modèle expérimental 

des facilités pour l’étude du dialogue entre microglie et neurones. En outre, les deux 

populations cellulaires, une fois prélevées, sont aisément maintenues en culture primaire 

dans des conditions particulièrement avantageuses, à température ambiante et sans apport 

de CO2. Les méthodes de séparation par leur taille respective permettent soit des co-cultures, 

soit des cultures spécifiques. Des études ont démontré que les axones régénèrent et 

rétablissent complètement leur connexion synaptique pour aboutir à une restauration 

complète des fonctions locomotrices, observable par un retour complet du comportement 

natatoire [77]. Cette régénération axonale, a été démontrée in vitro et in vivo par plusieurs 

études électrophysiologiques et études de comportement. In vivo, les neurones sensoriels 

individuels sont capables suite à une lésion de développer de nouvelles connexions 

synaptiques. Il a été montré que cette reconnexion synaptique est un processus bien organisé 

de telle façon que les axones lésés, présentent une capacité de repousse grâce à de 

nombreuses molécules de guidage, puis de synaptogenèse leur permettant de retrouver 

exactement les mêmes cellules initialement connectées [13,82]. Il a aussi été démontré que 

même lorsque le neurone cible est volontairement éliminé, l’axone régénère normalement 

vers le site habituel sans former pour autant d’autres connexions [80,83]. L’organisation 

tubulaire de ce SNC expliquerait probablement cette cohérence dans l’orientation des 

mécanismes de régénération. Une autre caractéristique du SNC de la sangsue vient du fait 

qu’il ne semble pas autoriser l’infiltration de cellules sanguines, bien qu’il soit logé dans le 

sinus sanguin ventral. Des études ont montré que les types cellulaires sanguins peuvent 

gagner la face externe de l’endothélium sans pour autant pénétrer au travers de la capsule 

conjonctive autour des neurones [22,84]. La compréhension des fonctions microgliales 

associées à ces capacités neurorégénératrices est donc d’autant plus intéressante. 
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connectifs, en plus de la microglie et de la cellule macrogliale, seuls les axones des neurones 

sont présents puisque les corps cellulaires neuronaux sont restreints aux ganglions. Une lésion 

expérimentale dans les connectifs n’altèrerait donc que les axones et maintiendrait les corps 

cellulaires neuronaux intacts, offrant ici une opportunité de suivre spécifiquement les 

mécanismes de repousse axonale et de synaptogenèse. En plus de l’absence de recrutement 

des cellules sanguines déjà évoquée plus haut, il a été montré que la destruction chimique des 

cellules macrogliales n’a aucune conséquence sur la capacité de régénération des axones à 

l’inverse des traitements inhibant le recrutement microglial [78].  

 
b. Recrutement des cellules microgliales à la lésion  

 

Les cellules microgliales chez la sangsue sont faciles à prélever et mettre en culture primaire 

en grand nombre et sans manipulations chimiques et mécaniques trop longues. 

Contrairement aux cellules microgliales des mammifères, leur maintien en culture primaire 

est effectué à température ambiante et sans apport de CO2. Enfin, seules cellules recrutées à 

la lésion, leur observation est donc possible par l’utilisation de marqueurs nucléaires vitaux à 

la fois in vivo, dans la chaine nerveuse entière mais aussi sur des fragments de chaine lésée 

maintenus en culture ex vivo (Figure 9). Sans fixation des tissus, il est donc possible de réaliser 

des expériences dynamiques. Comme énoncé précédemment, les cellules microgliales sont 

recrutées lors d’une lésion dans les connectifs. Si leur recrutement à la lésion est ralenti ou 

bloqué par une dose trop importante d’ adénosine triphosphate (ATP), ceci entraine un retard 

dans la repousse axonale [21]. Cette observation démontre que le processus de recrutement 

microglial à la lésion est crucial dans la régénération axonale à l’inverse des cellules 

macrogliales [78].  

Afin de mieux comprendre le recrutement microglial qui s’effectue à la lésion, plusieurs 

études ont permis de mettre en évidence des signaux chimiotactiques qui sont impliqués. 

Parmi eux, le monoxyde d’azote (NO) semble intervenir dans le recrutement en tant que 

médiateur diffusible. La présence de la NO synthétase endothéliale (eNOS) à la lésion suggère 

la production de NO et son implication dans le recrutement des cellules microgliales [87].  
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comme cela a été mentionné précédemment, si des concentrations élevées d’ATP (3 mM) 

sont appliquées, ceci réduit significativement l’accumulation microgliale à la lésion et retarde 

in fine la repousse axonale (Figure 10) [21].  

 

 
Figure 10: Inhibition de l’accumulation microgliale et de la repousse axonale par l’ATP. Les graphes à  gauche montrent que 

l’ajout d’ATP en concentration élevée diminue significativement l’accumulation microgliale et la croissance axonale. Les 

images de droite montrent la diminution de l’accumulation de microglies à la lésion (images A et D) simultanément à la 

réduction de la  croissance axonale (images B et E) [21].  

 

D’autres molécules ont été mises en évidence dans le recrutement des cellules microgliales à 

la lésion. Parmi elles, le complexe p43 / polypeptide II activant les monocytes endothéliaux 

(ou EMAPII) a été caractérisé dans le SNC de la sangsue sous le nom de HmEMAPII (pour 

Hirudo medicinalis EMAPII) [19]. Cette molécule a été décrite chez les mammifères comme 

une cytokine pro-inflammatoire produite dans les microglies activées lors de lésion au niveau 

du SNC [91,92]. De façon intéressante, la molécule EMAPII humaine présente un effet 

chimioattractant sur des cellules microgliales de sangsue suggérant qu’elle agirait de la même 

manière chez la sangsue en reconnaissant un récepteur analogue au CXCR3 présent chez les 

mammifères [19].  

L’interleukine 16 (IL-16) a aussi été caractérisée chez la sangsue (HmIL-16 pour Hirudo 

medicinalis IL-16) [16]. Chez les mammifères, cette molécule est une cytokine pro-

inflammatoire découverte initialement dans les lymphocytes T CD8+ comme facteur 

chimioattractant pour les lymphocytes T CD4+ [93–95]. Dans le cerveau humain, cette 

molécule est constitutivement produite par les microglies et attire les lymphocytes T CD4+ au 

travers de la BHE dans certaines conditions pathologiques [96]. Chez la sangsue, elle est 

produite par les neurones naïfs mais peut aussi y être rapidement induite lors d’une lésion 



 

 27 

axonale. Transportée le long des axones jusqu'à la lésion, elle participe au recrutement des 

cellules microgliales à la lésion. En parallèle, les cellules microgliales de sangsue sont capables 

de produire cette cytokine 72h après la lésion, probablement afin de maintenir dans le temps 

un phénomène chimiotactique entretenant les cellules microgliales à la lésion [16]. De façon 

intéressante, l’utilisation d’un milieu conditionné riche en HmIL-16 est capable de recruter in 

vitro des lymphocytes CD4+ humains, de manière CD4 dépendante, CD4 étant le récepteur 

naturel de cette cytokine chez les mammifères. Ces données suggèrent que la cytokine de 

sangsue puisse reconnaitre une telle molécule et qu’il existerait un analogue chez la sangsue. 

D’ailleurs, cette hypothèse est confirmée par le fait que les cellules microgliales de sangsue 

sont également recrutées in vitro sous l’effet de l’IL-16 humaine [16].  

Le facteur du complément C1q est également l’un des facteurs caractérisés dans les neurones 

chez la sangsue (HmC1q) pour être impliqué dans le recrutement microglial [17]. Deux 

récepteurs de HmC1q ont été caractérisés. Des expériences ont montré que le récepteur 

gC1qR (ou C1qBP) est impliqué à la surface des cellules microgliales dans le chimiotactisme 

dépendant de HmC1q [18]. Ce récepteur n’est présent que dans une sous-population 

microgliale, ce qui suggère que toutes les cellules microgliales ne soient pas réactives aux 

mêmes molécules chimioattractantes dans le processus de recrutement à la lésion. 

L’implication d’un second partenaire, cC1qR ou calréticuline (HmCalR) chez la sangsue a été 

mis en évidence dans le mécanisme de recrutement microglial dépendant de HmC1q [97]. Il 

semble que ces deux récepteurs de HmC1q ne soient pas conjointement utilisés par les mêmes 

cellules microgliales. 

Ces études ont permis de révéler certains mécanismes moléculaires expliquant en partie le 

recrutement microglial. Plus récemment, d’autres travaux de recherche auxquelles j’ai 

participé et menés par Antonella Raffo-Romero ont complété ces données en précisant 

l’implication d’un membre de la famille TGF-β dans le recrutement microglial. Traité en partie 

sur un plan chronologique, ce recrutement suggère des vagues successives de cellules 

microgliales à la lésion et montre la part importante de vésicules extracellulaires dans la 

réponse à la lésion chez la sangsue (Publication 2) [20] comme cela avait été montré peu de 

temps auparavant (Publication 1) [23].  
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III- Les Vésicules Extracellulaires 

 
Le terme de vésicules extracellulaires (VEs) définit les exosomes, les microvésicules mais aussi 

les corps apoptotiques. Les premières descriptions ont été faites à la fin des années 1960 par 

la description de gouttelettes plus petites que les cellules et munies d’une structure 

membranaire [98]. D’autres travaux ont ensuite décrit des éléments impliqués dans la 

coagulation du plasma sanguin ou la calcification des os, nommés respectivement des 

poussières de plaquettes ou des vésicules de la matrice [7,99]. Des VEs d’origine inconnue ont 

réellement été décrites pour la première fois en 1981 comme étant libérées par des cellules 

et ayant une activité 5’-nucléase, à partir de trois lignées cellulaires et deux types de cultures 

primaires [100]. En parallèle, plusieurs séries de travaux ont décrit des vésicules générées à 

partir de cellules saines ou tumorales et détectées dans les fluides biologiques [100–105].  

 

1- Biogenèse des vésicules extracellulaires 
 
Bien que les exosomes et les microvésicules partagent de nombreuses caractéristiques 

(marqueurs moléculaires et diamètre en autre). Elles suivent des voies de biogenèse 

différentes. En effet, les exosomes sont générés via le système endosomal et la fusion des 

corps multivésiculaires (ou MVBs) avec la membrane plasmique alors que les microvésicules, 

sont issues du bourgeonnement de la membrane plasmique des cellules [106]. 

 

a- Biogenèse des Exosomes 
 
Les exosomes sont nommés ainsi seulement lorsqu’ils sont libérés dans le milieu 

extracellulaire. Lorsqu’ils sont produits et stockés dans les endosomes multivésiculaires 

(EMV), ils sont appelés vésicules intra-luminales (ou ILVs). Les exosomes sont générés par 

invaginations de la membrane des endosomes durant leur maturation en EMV [12]. La 

biogenèse des exosomes peut être dépendante ou non de la machinerie ESCRT (endosomal 

sorting complex required for transport). La machinerie ESCRT est composé d’environ 20 

protéines, assemblées en 4 complexes différents (ESCRT-0, -I, -II et -III). Ces 4 complexes ont 

des protéines associées 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) [107,108]. Lorsque la biogenèse des exosomes dépend de la voie 
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Les effecteurs moléculaires présentés précédemment pour contribuer à la formation des VEs 

sont aussi impliqués dans l’adressage de certaines molécules au sein des VEs. Certains 

mécanismes contrôlant l’adressage des cargos moléculaires dans les VEs seront décrits de 

façon non exhaustive en y incluant un intérêt tout particulier pour les miARNs.  

 
Les premières molécules mises en évidence dans les VEs ont été les protéines. En effet, des 

expériences menées au début des années 1980 ont démontré que le récepteur à la 

transferrine est adressé dans des VEs lors de la maturation des réticulocytes [115]. Certaines 

protéines participant à la biogenèse des VEs sont également présentes comme ALIX, TSG101, 

VPS4 [12,114]. Depuis les travaux de Pan et Johnstone, de nombreuses molécules ont été 

mises en évidence. Ces listes de protéines identifiées ont été regroupées dans des bases de 

données en ligne comme Vesiclepedia (www.microvesicles.org), EVpedia (www.evpedia.info) 

et ExoCarta (www.exocarta.org). Pour ne citer que quelques protéines retrouvées dans les 

VEs, les protéines de choc thermique (Hsp70 et Hsp90), les protéines du cytosquelette 

(actines, cofiline-1, ezrine/radixine/moesine, profiline-1 et tubulines), les protéines 

ribosomales, les tétraspanines (CD9, CD63 et CD81), les annexines, les intégrines, les enzymes 

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

pyruvate kinase) et les protéines liées au trafic cellulaire (TSG101, Alix, ESCRT, RAB, syntenin-

1) sont les plus fréquemment identifiées. 

Par ailleurs, la composition lipidique des VEs est particulière car elle est différente de celle de 

la cellule productrice elle-même. En effet, lors de la formation des VEs il y a un réarrangement 

des lipides membranaires comme décrit précédemment [12,108,111]. Les principaux lipides 

retrouvés dans les VEs sont la phosphatidylsérine et les sphingolipides même si d’autres 

lipides comme le cholestérol, les céramides ou la phosphatidylétanolamine peuvent aussi être 

présents dans des populations vésiculaires plus spécifiques. Par ailleurs, des listes de lipides 

ont été incluses dans les bases de données comme Vesiclepedia ou EVpedia. A ce jour, peu de 

lipides sont décrits dans les VEs. Des études lipidomiques à plus grande échelle seront 

nécessaires afin de mieux comprendre le rôle de ces constituants essentiels dans la biogenèse 

et les fonctions biologiques des VEs. 

Plus récemment, les acides nucléiques ont fait l’objet d’études dans les vésicules 

extracellulaires. En effet, en 2007, Valadi et ses collaborateurs ont mis en évidence la présence 

d’acides ribonucléiques (ARNm et miARN) dans des exosomes issus de mastocytes murins. De 



 

 33 

plus, ils ont montré que les ARNm étaient fonctionnels puisqu’ils étaient traduits dans des 

cellules receveuses après l’internalisation des VEs [116]. Dans les VEs, les ARNs existent sous 

différentes formes : soit liés à des complexes protéiques, soit sous forme libre. Il est 

également important de souligner qu’à l’image des protéines et des lipides, les ARNs peuvent 

aussi être présents dans le milieu extracellulaire et donc co-isolés avec les VEs. Afin de vérifier 

et valider leur localisation vésiculaire, un traitement par la RNase A est nécessaire pour 

éliminer les ARNs libres non-vésiculaires [117].  

Les mécanismes qui permettent l’adressage de ces ARNs, et plus particulièrement des 

miARNs, vers les VEs restent encore mal compris. Cependant, des études très récentes ont 

mis en évidence plusieurs mécanismes. Tout d’abord, les miARNs peuvent se lier à certaines 

ribonucléoprotéines hétérogènes nucléaires ou (hnRNPs) et plus particulièrement 

hnRNPA2B1 ou hnRNPQ. La liaison de ces miARNs à ces protéines s’effectue selon des motifs 

nucléotidiques spécifiques (ou exomotifs) présents dans la séquence des miARNs. Ensuite, ce 

complexe miARN-protéine interagira avec l’ubiquitine ligase E3 et AP2A1 afin d’être dirigé 

vers les VEs [118,119]. Le deuxième mécanisme mis en évidence est la régulation passive par 

les ARNm endogènes de la cellule. Puisque les miARNs ciblent de très nombreux ARNm, ces 

derniers présents dans la cellule contribuent à l’adressage passif des miARNs dans les VEs 

[120,121]. Cependant, il reste encore beaucoup à comprendre dans l’orientation des miARNs 

vers les VEs. Plusieurs séries d’expériences ont également démontré la présence d’ADN 

chromosomique et mitochondrial au sein des VEs [122,123]. L’ADN transporté par les VEs peut 

par ailleurs constituer un marqueur intéressant des mutations opérées dans les cellules 

tumorales parentales. Ceci illustre le potentiel significatif des VEs en tant que biomarqueurs 

translationnels même si l'importance physiologique de l’adressage d'ADN dans les VEs reste 

actuellement inconnue [124]. 

Qu’il s’agisse de protéines, de lipides ou d’acides nucléiques, la compréhension de ces 

différents mécanismes d’adressage vers les VEs permettra de mieux les contrôler et ainsi 

d’enrichir ou de supprimer certaines molécules dans les VEs. Leur manipulation ouvre déjà 

des perspectives de nouvelles approches utilisant les VEs comme agent thérapeutique. La 

compréhension plus complète de la composition moléculaire des VEs constitue aussi une 

partie du défi à relever. La compréhension des mécanismes d’adressage spécifique et 

d’internalisation des VEs vers les cellules receveuses est là encore une autre partie de l’énigme 
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à élucider car un usage thérapeutique dépendra des cellules ciblées et nous savons désormais 

que l’effet porté par les VEs dépend aussi de leur voie d’internalisation.  

 

3- Méthodes d’isolement des vésicules extracellulaires 
 
De plus en plus d’études s’intéressent aux VEs pour leurs effets sur des cellules cibles. Cela 

exige des méthodes d’isolement fiables et efficaces de façon à attribuer spécifiquement l’effet 

observé aux seules VEs, mais aussi dans le but d’identifier les molécules vésiculaires en les 

distinguant des éléments extérieurs potentiellement co-isolés. L’origine des VEs isolées peut 

provenir de différentes sources : Milieu conditionné de culture, fluides biologiques (sang, 

urine, liquide cérébro-spinal…) ou tissus. La composition moléculaire de ces sources de 

vésicules reste complexe tant elle peut varier quantitativement et qualitativement en terme 

de molécules. Si l’objectif de l’étude qui est menée est de caractériser les VEs par leur 

composition ou leurs effets, il faut donc séparer les VEs des composants non-vésiculaires 

présents dans les différentes sources de vésicules (agrégats protéiques, acides nucléiques 

libres, lipoprotéines…). Il n’existe pas d’approche universelle pour isoler ou enrichir les VEs. 

Jusque-là, de nombreuses publications ont présenté des résultats issus de sources biologiques 

et de contextes physiopathologiques très variés en attribuant des effets à des VEs sans qu’un 

nombre suffisant de contrôles de pureté ne soit systématiquement réalisé au préalable. Une 

connaissance plus juste de la composition de l’échantillon est donc nécessaire afin d’isoler 

correctement les VEs. Ces étapes d’isolement sont si déterminantes que la Société 

Internationale des Vésicules Extracellulaires (ou ISEV) a entrepris en 2014 de publier 

périodiquement des recommandations sur les exigences expérimentales minimales à suivre 

pour l’étude des vésicules extracellulaires et leurs fonctions. Ces recommandations ont été 

mises à jour en 2018 avec la contribution des membres de la société ISEV [125,126]. Parmi 

toutes les méthodes, la technique la plus utilisée actuellement est l’ultracentrifugation 

différentielle comme première séparation des VEs. Elle peut être couplée à d’autres 

techniques comme : le gradient de densité, la chromatographie d’exclusion stérique, la 

précipitation, la filtration ou l’immunocapture. Beaucoup d’autres techniques ont été utilisées 

mais sont restées plus confidentielles dans le domaine des VEs. Sans pour autant les expliquer, 

nous pouvons citer ici la filtration à flux tangentiel, le fractionnement d’écoulement de champ 

(FFF), le fractionnement d'écoulement de champ par écoulement asymétrique (AFFF), le flux 

viscoélastique, l’électrophorèse en courant alternatif, l’acoustique, des variations de la 
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chromatographie d'exclusion stérique (SEC), la chromatographie par échange d'ions, la 

microfiltration, le tri par cytométrie en flux (FACS, notamment pour les VEs de grande taille, y 

compris les grands corps apoptotiques et les grands oncosomes), les réseaux de déplacement 

latéral déterministe (DLD), les nouvelles immunocaptures, les technologies d'isolement par 

affinité lipidique, la dialyse par filtration hydrostatique, les méthodes à haut débit et haute 

pression telles que la chromatographie liquide à haute performance (FPLC/HPLC). La 

méthodologie est un champ d’étude en soi et reste par conséquent en perpétuelle évolution. 

En revanche, nous nous concentrerons par la suite sur les techniques les plus utilisées à ce 

jour pour isoler les VEs [127].  

 

a- Ultracentrifugation (UC) 
 
Les principaux avantages de l’UC est qu’elle est reproductible et que de grands volumes de 

matériels biologiques peuvent être utilisés pour séparer les VEs. De plus, cette méthode peut 

être employée comme étape préliminaire à d’autres méthodes d’isolement. Afin de séparer 

les VEs des autres composés, plusieurs étapes de centrifugations sont nécessaires [128]. En 

effet, des étapes de centrifugation préalables sont souvent nécessaires pour éliminer les 

composés de plus grande densité comme les cellules, les débris cellulaires ou bien les corps 

apoptotiques s’ils ne sont pas étudiés. Ces étapes sont effectuées à des vitesses d’environ 

300-400 x g pour éliminer les cellules. Les corps apoptotiques et les débris cellulaires seront 

séparés du mélange avec des vitesses autour de 2000 x g. Le surnageant de ces 

centrifugations, désormais débarrassé de ces composés de grande densité, est ensuite 

ultracentrifugé pour séparer les VEs des composants de plus faible densité présents dans le 

milieu. Cette étape utilise des vitesses de l’ordre de 100 000 x g pendant 1h à 2h. Le culot 

récupéré lors de cette étape contient les VEs et les composés de même densité. Des étapes 

supplémentaires comme un lavage du culot suivi d’une nouvelle ultracentrifugation ou bien 

une filtration du culot récupéré peuvent être réalisées afin d’augmenter la pureté de 

l’échantillon et éliminer les molécules non vésiculaires [128]. Toutefois, cette étape de lavage 

qui augmente la pureté en vésicules de l’échantillon va aussi engendrer une perte importante 

de VEs. Le choix du protocole de centrifugation et d’ultracentrifugation sera donc fait en 

fonction de la question posée et des expériences à réaliser avec ces échantillons [127]. Même 

si les vitesses et les temps énoncés sont des ordres de grandeur, la limite à l’utilisation unique 
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de cette technique reste le co-isolement de nombreux contaminants dans les préparations. Il 

est donc très intéressant de coupler cette technique à d’autres méthodes. 

 

b- Ultracentrifugation avec un gradient de densité  
 
Le couplage de l’UC à la technique de gradient de densité de Iodixanol (Optiprep™, ou ODG) 

permet de séparer les contaminants non-vésiculaires des VEs récupérés après 

l’ultracentrifugation. Les VEs ont une densité comprise entre 1.1 g/mL et 1.19 g/mL et 

inférieure à celles des contaminants. Il est possible de réaliser un gradient de densité continu 

ou discontinu composé soit de sucrose ou de iodixanol [129,130]. L’iodixanol est préféré pour 

former le gradient de densité car il permet de former des gradients de densités différentes et 

isosmotiques. Cette propriété permet de conserver la taille et la forme des VEs ainsi que le 

maintien de leurs propriétés biophysiques en cas d’utilisation pour des applications 

fonctionnelles. Cette méthode de séparation est considérée comme la meilleure technique 

pour séparer les VEs car elle permet d’atteindre une pureté de l’échantillon très importante 

[129]. En revanche, un inconvénient à son utilisation est la perte importante de VEs et le temps 

nécessaire à sa réalisation (environ 2 jours).  

 

c- Chromatographie d’exclusion stérique 
 
La chromatographie d’exclusion stérique (ou SEC pour Size-Exclusion Chromatography) 

permet de séparer les VEs et les autres molécules en fonction de leur taille. Cette technique 

est largement utilisée pour la séparation de polymères (protéines, polysaccharides, 

protéoglycanes…). La phase stationnaire (ou immobile) se compose de billes sphériques 

poreuses dont la taille des pores est calibrée. Les plus grosses molécules, exclues de ces pores, 

sortent de la colonne plus tôt alors que les petites molécules dont le cheminement au travers 

des pores est autorisé, sortent plus tardivement. Elle permet de séparer les VEs des molécules 

contenues dans le milieu [131]. Un prétraitement ainsi que la concentration de l’échantillon 

sont nécessaires avant d’utiliser la SEC dans le but d’éliminer le plus d’impuretés possible dans 

l’échantillon. Toutefois, des colonnes commerciales ont été développées pour simplifier 

l'isolement des VEs en une seule étape. Outre la rapidité de la méthode, des études 

comparatives révèlent que cette technique conserve la morphologie, l’intégrité ainsi que 

l’activité biologique des VEs [132]. Cette méthode peut évoluer en fonction de la longueur de 
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la colonne qui améliore la résolution, tandis qu'une augmentation du diamètre permet 

d'analyser des échantillons de volume plus important. Cependant, il est important de savoir 

que l’efficacité de séparation des VEs est liée au volume d’échantillon analysé. Ce volume ne 

doit pas excéder entre 1/20ième et 1/15ième du volume de la phase immobile. Comme les 

propriétés hydrodynamiques des protéines et des vésicules sont différentes, peu de protéines 

non vésiculaires sont co-isolées avec les VEs. Il reste donc à élaborer, pour les plus bricoleurs, 

des colonnes « faites maison » pour pallier aux couts des colonnes commerciales et utiliser un 

nombre important de fractions d’élution pour ne pas trop diluer les VEs récoltées pour la suite 

des analyses [127].  

 

d- Méthodes utilisant le changement de solubilité ou l’agrégation des 

vésicules 

Précipitation utilisant les polymères hydrophiles 

 
Cette technique d’isolement utilise la solubilité des VEs par l’ajout d’un composé comme le 

polyéthylène glycol (PEG). Ensuite, une centrifugation à faible vitesse (1500 x g) permet de 

culoter les VEs qui seront ensuite suspendues de nouveau dans le volume et le tampon 

adaptés. Cette technique peut être améliorée par l’ajout d’un autre composé comme la 

protamine. Les vésicules étant chargées négativement, l’utilisation de la protamine étant 

chargée positivement permet d’agréger et isoler les VEs. L’utilisation du PEG ou de la 

protamine seuls permet d’isoler correctement les VEs mais leur utilisation simultanée 

augmente encore l’efficacité de l’isolement. Bien que rapide et respectueuse de la 

morphologie des vésicules, la précipitation des VEs s'accompagne d'une co-précipitation de 

nucléoprotéines et de protéines non-vésiculaires comme notamment l'albumine, 

l'apolipoprotéine E ainsi que des immunoglobulines. La fraction vésiculaire ainsi obtenue peut 

contenir des biopolymères susceptibles d'interférer avec l'analyse ultérieure de l'échantillon 

(spectrométrie de masse, analyse protéomique et dosage de l'ARN). Ces impuretés peuvent 

être éliminées de l'échantillon par couplage d’autres techniques comme la centrifugation, la 

filtration ou bien l’utilisation d’une SEC [127].  
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Précipitation des VEs utilisant l’acétate de sodium  

 
Cette méthode utilise les charges négatives des VEs pour les précipiter. En neutralisant les 

charges avec de l’acétate de sodium, cela va interférer avec l’hydratation de la surface 

vésiculaire et permettre l’agrégation des VEs via des interactions hydrophobes. Après des 

centrifugations permettant d’éliminer les cellules, les débris et les corps apoptotiques, le 

surnageant est mélangé avec de l’acétate de sodium. La solution est ensuite centrifugée pour 

culotter les VEs, débarrassée ensuite de l’acétate de sodium. Le culot obtenu après ce lavage 

peut être utilisé pour les analyses ultérieures. Cette méthode permet d’isoler des VEs à partir 

de grand volume d’échantillons et ne requiert pas beaucoup d’équipements spécifiques. Il 

reste néanmoins l’inconvénient d’une forte présence de contaminants non vésiculaires, ce qui 

est particulièrement le cas lorsque les échantillons analysés sont issus des fluides biologiques 

comme le sang ou l’urine [127].  

 
Précipitation des protéines avec des solvants organiques  

 
Cette méthode aussi appelé PROSPR (Protein Organic Solvent Precipitation) est basée sur la 

précipitation des protéines avec l’utilisation d’un solvant organique. Celui qui est souvent 

utilisé est l’acétone. A la suite d’une simple centrifugation, les protéines culottées sont 

séparées du surnageant contenant les VEs. Ce dernier pourra ensuite être filtré dans un plus 

petit volume si nécessaire [133]. L’avantage de cette technique est qu’elle permet d’obtenir 

une pureté satisfaisante de vésicules et une faible contamination protéique non-vésiculaire. 

L’identification des composés moléculaires est donc permise. En revanche, elle n’est utilisable 

que pour de petits volumes d’échantillons et l’utilisation de l’acétone interfère avec les 

propriétés fonctionnelles des membranes vésiculaires provoquant une fusion des VEs en 

structures multivésiculaires [132].  

 
 

e- Isolement des VEs utilisant les interactions par affinité 
 
De nombreuses molécules comme les lipides, les polysaccharides ou les protéines sont 

exposées à la surface des VEs comme par exemple les protéines de type tétraspanines ou bien 

le complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) [12]. Des anticorps peuvent être utilisés pour 

se lier spécifiquement à ces molécules afin d’isoler ensuite les VEs. Ces anticorps vont pouvoir 

être couplés de manière covalente à une phase fixe afin de retenir les VEs. Ces phases fixes 
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peuvent être des billes magnétiques, des surfaces plastiques, des fibres de cellulose ou bien 

des membranes d’affinité. L'utilisation d'anticorps permet un gain de temps pour l'isolement 

des VEs, permet d'augmenter la pureté des préparations vésiculaires et enfin permet de 

récolter des fractions spécifiques de VEs en fonction de la molécule ciblée. D’autres approches 

utilisent la présence de phosphatidylsérine (PS) dans les membranes des VEs pour les isoler. 

L’incubation peut se réaliser avec des billes magnétiques recouvertes d’annexine 5 ou encore 

Tim4 (pour T-cell immunoglobin mucin 4), deux protéines qui se lient par affinité à la PS. 

Lorsque les VEs accrochées aux billes magnétiques sont isolées du reste de l’échantillon, un 

tampon sera utilisé afin de séparer les VEs des billes [127].  

Cette technique a toutefois quelques limites. L’isolement de VEs à partir de grands volumes 

est plus difficile. De plus, les billes magnétiques revêtues d'anticorps ou de partenaires 

spécifiques sont efficaces pour isoler les VEs à partir d’un milieu de culture cellulaire mais 

beaucoup moins à partir de tissu sanguin ou de fluides corporels plus complexes en raison par 

exemple de l'interférence de la liaison anticorps-antigène causée par d'autres molécules. 

Enfin, il ne faut pas écarter le risque d’une adsorption aspécifique de contaminants à la surface 

des billes magnétiques ou des supports en plastique [127].  

 

f- Conclusion sur l’isolement des VEs 
 
La description non exhaustive de ces différentes techniques pour séparer les VEs montre qu’il 

n’existe pas de technique universelle pour isoler les VEs. Chaque procédure possède ses 

propres avantages et inconvénients. En outre, il est nécessaire avant d’isoler des VEs à partir 

d’une nouvelle source, de prendre en compte les propriétés de l’échantillon à analyser. 

Lorsqu’on utilise une méthode pour isoler les VEs, le protocole doit être adapté aux 

caractéristiques spécifiques de l’échantillon, telles que la viscosité (lors de l’analyse du plasma 

sanguin et du sérum), la présence de protéines spécifiques (protéine de Tamm–Horsfall ou 

THP dans l’urine, par exemple), la concentration des VEs. Il doit aussi tenir compte du type 

d’utilisations ultérieures des VEs. Certaines méthodes peuvent entraîner l’isolement de 

différentes sous-populations de VEs et même leur transformation. Ces paramètres doivent 

être considérés pour la suite des analyses. 
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4- Internalisation des VEs par les cellules receveuses 
 
Les VEs produites et libérées dans le milieu extracellulaire peuvent être internalisées par des 

cellules receveuses pour y délivrer leur contenu. L’internalisation des VEs par les cellules cibles 

aura des conséquences et induira des changements qu’il est nécessaire de comprendre. Les 

travaux de Valadi et al. ont montré le transfert d’ARNm et de miARNs depuis des VEs 

provenant d’un rongeur vers des cellules humaines. Ainsi, les protéines de rongeur ont été 

produites dans les cellules humaines ayant reçu les VEs [116]. D’autres travaux ont montré 

que si des ARNs antisens (ou siARNs) étaient introduits dans les VEs, l’expression du gène cible 

étaient diminuée [134]. La spécificité de l’internalisation des VEs reste dépendante de la 

liaison entre les VEs et la surface des cellules cibles. Elle est effectuée par la liaison des 

protéines vésiculaires de surface sur leurs récepteurs exposés sur les cellules receveuses. Ceci 

donne lieu à un tropisme des VEs vers des populations cellulaires spécifiques. Par exemple, 

les VEs produites par la lignée cellulaire de neuroblastome N2a sont internalisées par les 

neurones ou les cellules gliales alors que des VEs provenant de neurones primaires après une 

activation synaptique ne sont internalisés que par des neurones exclusivement [135]. Ceci 

montre que dépendant de la source cellulaire des VEs, l’internalisation des VEs va pouvoir 

aussi être spécifique. Ce mécanisme de spécificité d’adressage existe pour d’autres cellules 

comme les cellules dendritiques ou les cellules épithéliales intestinales [136,137].  

La prise en charge des VEs par les cellules receveuses est effectuée selon différents processus 

(Figure 14). Il existe 2 grandes voies d’endocytose pour l’internalisation des VEs: La voie 

dépendante de la clathrine et la voie indépendante de la clathrine. Cette dernière regroupe la 

macropinocytose, la phagocytose, l’endocytose médiée par la cavéoline et l’endocytose 

médiée par les radeaux lipidiques. 
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b- Endocytose indépendante de la clathrine  

La macropinocytose  

 
La macropinocytose est un mécanisme d’endocytose qui s’effectue par invagination de la 

membrane plasmique pour former une poche qui ensuite se pince pour former un 

macropinosome. Le remplissage de cette poche est non spécifique. La formation de la poche 

nécessite l’implication de Rac1, de l’actine, du cholestérol mais aussi de la pompe Na+/H+ 

[141]. Si une inhibition de cette voie est réalisée par inhibition de la pompe Na+/H+ ou par 

l’inhibition de Rac1, l’internalisation des VEs dérivées des oligodendrocytes par les microglies 

sera diminuée [142]. De plus, si une inhibition de la macropinocytose est effectuée par 

l’introduction de siARNs dirigés contre les ARNm codant Rac1 ou PAK1, deux molécules 

impliquées dans la macropinocytose, l’internalisation des VEs sera diminuée [143]. La 

macropinocytose n’intervient pas systématiquement dans l’internalisation des VEs. Cette voie 

d’internalisation est peut-être spécifique à certains types cellulaires ou à certaines conditions 

physiologiques [144,145].  

 
La phagocytose 

 
La phagocytose est un processus par lequel les cellules vont internaliser des particules de taille 

assez large (supérieure à 500 nm). Elle est généralement effectuée par des types cellulaires 

particuliers comme les macrophages [146]. Mais, des études ont mis en évidence que la 

phagocytose peut aussi avoir lieu sur des particules de plus petite taille (environ 90 nm), ce 

qui permet d’émettre l’hypothèse que les VEs peuvent être internalisées par ce mécanisme 

[147]. Or des phagosomes - organites formés dans la cellule suite à la phagocytose – peuvent 

être co-localisés avec des VEs après leur mise en contact avec les cellules [144]. La co-

localisation des VEs avec un indicateur fluorescent de pH spécifique aux phagosomes (pHrodo) 

démontre l’utilisation de la phagocytose comme processus d’internalisation [148]. Enfin, la 

phosphatidylsérine, très présente dans la membrane des VEs, est aussi impliquée dans 

l’initiation de la phagocytose des corps apoptotiques. Si le récepteur Tim4, impliqué dans la 

phagocytose dépendante de la phosphatidylsérine, est bloqué, une diminution de 

l’internalisation des VEs est montrée [144].  
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Endocytose dépendante de la cavéoline 

 
L’endocytose dépendante de la cavéoline s’effectue par la formation de cavéole qui est une 

forme de radeau lipidique. Ces cavéoles sont enrichies en cholestérol, en sphingolipides et en 

protéines comme la cavéoline [138,149]. Le blocage de la dynamine 2, protéine impliquée 

dans la formation de la vésicule d’endocytose, réduit l’internalisation des VEs [138]. 

 
Endocytose médiée par les radeaux lipidiques  

 
La dernière voie d’internalisation est l’endocytose des VEs médiée par les radeaux lipidiques 

indépendants de la cavéoline. Les radeaux lipidiques sont des microdomaines membranaires 

qui ont une composition lipidique différente du reste de la membrane plasmique. Ils sont 

enrichis en récepteurs protéiques membranaires et en sphingolipides comme la 

sphingomyéline. Une co-localisation entre les VEs et la toxine B du choléra, molécule qui utilise 

cette voie pour pénétrer dans les cellules, a été démontrée. De plus, un traitement des cellules 

receveuses avec des agents séquestrant le cholestérol permet de détruire les radeaux 

lipidiques et conduit in fine à la diminution de l’internalisation des VEs. Il peut toutefois s’agir 

ici d’une dégradation de l’intégrité membranaire ce qui aboutit par un effet indirect à la 

diminution de l’internalisation des VEs [138,150]. 

  
Fusion des VEs avec la membrane plasmique 

 
La dernière voie d’internalisation que peuvent utiliser les VEs repose sur la fusion directe entre 

les VEs et la membrane plasmique des cellules receveuses. Les bicouches lipidiques des VEs et 

de la cellule 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. Plusieurs protéines peuvent participer à ce processus, 

comme les protéines SNAREs (pour Soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor Attachment 

protein REceptor), les protéines RAB et des protéines impliquées dans la transmission 

synaptique comme SEC1/MUNC-18 (pour mammalian uncoordinated-18). La mise en 

évidence de l’utilisation de cette voie est possible par l’utilisation de VEs provenant de cellules 

marquées avec des lipides fluorescents. Elle a permis de montrer que des vésicules utilisent 

cette voie pour pénétrer les cellules [151].  
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Toutes ces expériences montrent que les VEs peuvent pénétrer dans les cellules receveuses 

selon différents mécanismes. Une proposition d’internalisation universelle à toutes les 

cellules est impossible à ce jour car chacune possède ses propres mécanismes 

d’internalisation et ils peuvent varier en fonction de son état. Un point qui n’a pas été abordé 

dans cette partie mais qui a une importance particulière est l’effet des VEs internalisées sur 

l’internalisation elle-même. Les VEs internalisées vont-elles modifier l’efficacité de 

l’internalisation ? Cette question reste importante afin de comprendre le dialogue qui s’établit 

entre deux cellules dépendamment de VEs. Enfin, la description de ces différents mécanismes 

n’est pas exhaustive. La meilleure compréhension de ces mécanismes par l’utilisation de 

nouvelles techniques plus résolutives permettra de mieux aborder les mécanismes 

d’internalisation. Ce dernier point est là encore important dans la perspective d’une approche 

thérapeutique basée sur des VEs « dessinées » pour un adressage particulier.  

 

IV- Communication médiée par les VEs au sein du cerveau 

 
Depuis plusieurs années, les VEs dans le cerveau ont émergé comme un nouvel aspect de la 

communication cellulaire. La compréhension croissante de ce processus dans le cerveau aura 

probablement une influence considérable sur les connaissances actuelles de la coopération 

intercellulaire permettant des activités neuronales, le contrôle de l’état neuroinflammatoire 

ou encore les processus physiopathologiques liés au vieillissement. Tous les types cellulaires 

présents dans le cerveau sécrètent des VEs mais leur discrimination reste un énorme 

challenge. Après une excitation, les neurones libèrent des VEs contenant plusieurs marqueurs 

connus comme les molécules alix ou flotilline-2 [152]. Les neurones communiquent également 

avec les astrocytes dans l’espace pré-synaptique via les VEs. Les VEs libérées par les neurones 

vont être capturées par les astrocytes afin d’augmenter le niveau de la protéine transportrice 

d'acide aminé excitateur 2 (EAAT2). Cette protéine est impliquée dans la coordination des 

signaux neuronaux et des fonctions astrocytaires au niveau des synapses [153].  

Les Oligodendrocytes libèrent aussi des VEs qui contiennent des lipoprotéines, de la myéline 

et des protéines associées à la protection contre le stress oxydatif [154]. Les corps 

multivésiculaires des oligodendrocytes qui contiennent les futurs exosomes fusionnent avec 

la membrane plasmique lors d’une libération de glutamate par les neurones [155]. Les 
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oligodendrocytes sécrètent également des VEs qui inhibent la différenciation des CPOs en 

oligodendrocytes ainsi que la formation de myéline. Cette auto-inhibition est partiellement 

bloquée par l'incubation de cellules gliales avec un milieu conditionné issus d’une culture de 

neurones, ce qui suggère que ce mécanisme auto-inhibiteur sert à contrôler la biogenèse 

prématurée de la myéline en l'absence de neurones [156]. 

Les astrocytes libèrent également des VEs qui auront une influence sur les neurones. La 

synapsine 1, protéine contenant de l'oligomannose, est libérée dans les VEs par des astrocytes 

et pourrait avoir des fonctions neuroprotectrices dans des conditions de stress oxydatif, 

d'ischémie et dans des niveaux de dépolarisation élevés des neurones [157].  

Les cellules microgliales produisent également des VEs dans le but de communiquer avec les 

autres types cellulaires du cerveau. Les VEs produites par les microglies régulent les fonctions 

synaptiques des neurones. Si des VEs issues d’une culture de microglie primaire de rat ou 

d’une lignée cellulaire sont appliquées sur une culture de neurones, elles entrainent une 

augmentation de la probabilité de libération de vésicules synaptiques par les terminaisons 

présynaptiques [158].  

Ces données indiquent que les neurones et les cellules gliales produisent et libèrent des VEs 

et que celles-ci participent à la modulation de l'activité électrique neuronale, à la réparation 

ainsi qu’à la protection contre le stress cellulaire. Nous aborderons par la suite l’implication 

des VEs lors de processus neuroinflammatoires. 

 

V- Les microARNs 

1- Généralités 
 

Les microARNs (miARNs) sont des ARNs appartenant à la famille des petits ARNs, de taille 

comprise entre 18 et 22 nucléotides (nt). Ils régulent l’expression des gènes au niveau post-

transcriptionnel en contrôlant la disponibilité des ARNm pour la machinerie de traduction, ce 

qui aura un impact direct sur le protéome de la cellule (Figure 15) [159].  
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chromosomal region 8). Cette maturation du pri-miARN produira un pré-miARN. Un pri-

miARN peut contenir plusieurs miARNs, ils seront alors traités indépendamment les uns des 

autres. Le pré-miARN possède la forme d’une d’épingle à cheveux et une taille d’environ 70 

nt. De plus, ce dernier possède deux nucléotides sortants à l’extrémité 3’ [159,166]. Les pré-

miARNs sont ensuite reconnus par la protéine Exportine 5 assurant leur transport vers le 

cytoplasme. Des expériences d’invalidation génique pour l’exportine 5 montrent une 

réduction importante du nombre de pré-miARNs exportés mais pas la suppression totale du 

mécanisme, ce qui suggère que des transport alternatifs sont possibles [159,166,167]. Le pré-

miARN sera ensuite reconnu dans le cytoplasme par la ribonucléase Dicer qui va le cliver au 

niveau de la boucle pour générer un duplexe miARN. Ce complexe possédera à ses extrémités 

3’ deux nucléotides supplémentaires [166]. Ce complexe de miARNs potentiellement matures 

sera ensuite associé à la protéine argonaute et un seul des brins sera conservé tandis que 

l‘autre sera dégradé [165]. Si l’on estime que la plupart des miARNs sont produits à partir de 

la voie canonique, il a été démontré que des mécanismes n’utilisant pas cette voie sont 

possibles. En effet, il a été démontré que des miARNs peuvent être produits en contournant 

une ou plusieurs étapes de la voie de synthèse canonique. Ces miARNs sont nommés miARNs 

non canoniques.  
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3- Fonctions et modes d’action des microARNs 

 

Les fonctions des miARNs ne peuvent pas être supportées par les miARNs eux-mêmes. Ils font 

partie d’un complexe ribonucléoprotéique appelé RISC. Ce complexe est composé de la 

ribonucléoprotéine Argonaute et du miARN mature [172]. La plupart des études sur les modes 

d’action des miARNs se focalise sur le brin 5p des miARNs qui se fixe dans l’UTR 3’ des ARNm 

afin de permettre leur répression transcriptionnelle. Mais, il a été démontré que le brin 3p 

des miARNs peut aussi être actif et se fixer dans les séquences 5’ non traduites (ou UTR 5’) 

des ARNm. De plus, la région codante et les régions promotrices des gènes peuvent aussi être 

des régions de fixation des miARNs [173]. La reconnaissance de l’ARNm par le miARN 

s’effectue grâce aux nucléotides 2 à 8 appelés la région « seed » du miARN. Cependant, il 

existe des exceptions où le miARN va pouvoir interagir avec ses cibles indépendamment de la 

région « seed » [174].  

Plusieurs mécanismes seront engendrés à la suite de la fixation du miARN dans l’UTR 3’ de 

l’ARNm (Figure 18). Tout d’abord, lorsque la complémentarité entre la région « seed » du 

miARN et la région cible de l’ARNm est parfaite, l’ARNm est dégradé par la fonction 

endonucléase de la protéine du complexe RISC. Cependant, cette situation n’est pas la plus 

fréquente. En effet, dans la majorité des cas, la complémentarité entre la « seed » du miARN 

et la région cible de l’ARNm est incomplète. Il s’opère alors une désadénylation de la queue 

Poly(A) située dans la région 3’ de l’ARNm et une perte de la coiffe située dans sa région 5’. 

L’ARNm sera ensuite dégradé par l’action de nucléases [172,175]. Le miARN peut induire une 

inhibition de la traduction. En effet, la protéine AGO va interagir avec les facteurs d’initiation 

de la traduction comme eIF4F. De plus, la protéine GW182 qui peut être associée au complexe 

RISC recrutera des protéines qui inhiberont l’initiation de la traduction. Le dernier mécanisme 

d’action des miARNs est l’activation de la traduction médié par le complexe RISC. La protéine 

GW182 sera remplacée par la protéine FXR1 (pour Fragile X Mental Retardation Syndrome-

Related Protein 1) ce qui permettra d’activer la traduction de l’ARNm [175,176].  

 





 

 52 

de l’inflammation ce qui mène à des phénomènes pathologiques. L’inflammation au niveau 

du système nerveux (ou neuroinflammation) peut donc être délétère quand elle est activée 

de façon aigue ou chronique par des signaux d’alerte sous forme de débris cellulaires ou 

d’éléments pathogènes sans qu’il puisse exister des mécanismes de rétrocontrôle [177]. La 

neuroinflammation implique toutes les cellules du SNC et peut parfois dans le cas de la rupture 

de la BHE recruter les cellules immunitaires sanguines comme les macrophages et les 

lymphocytes. Les cellules microgliales décrites précédemment y jouent un rôle clé. Les 

premières indications montrent en effet que les mécanismes inflammatoires sont d’abord 

conduits à la suite d’une activation microgliale [178]. L’état neuroinflammatoire est une 

caractéristique importante de nombreuses maladies neurodégénératives liées au 

vieillissement (maladies d’Alzheimer et de Parkinson) ou à l’autoimmunité (Sclérose en 

plaque). La neuroinflammation liée à la microglie est également impliquée dans des 

pathologies neuropsychologiques comme les troubles autistiques [177].  

 

1- Les vésicules extracellulaires et implications dans la neuroinflammation 
 

Comme tous les autres mécanismes de communication intercellulaires tels que les contacts 

synaptiques et les facteurs libres, les VEs jouent un rôle important et sont sécrétées par tous 

les types cellulaires du SNC. Elles interviennent lors du développement, dans le maintien de 

l’hémostasie mais aussi lors de conditions pathologiques [8]. Lors de traumatismes cérébraux, 

les phases aiguës et chroniques de la neuroinflammation utilisent notamment les VEs 

d’origine microgliale. Le miR-124 a été révélé comme particulièrement présent dans ces VEs. 

Les VEs qui contiennent ce miARN ont un effet bénéfique sur les neurones en favorisant la 

croissance neuritique [11]. En revanche, d’autres VEs peuvent avoir des effets négatifs lors 

des processus neuroinflammatoires. Plusieurs études ont montré que l’alpha-synucléine (a-

syn), la protéine tau et le peptide amyloïde b (Ab) connus pour être impliqués dans la 

pathogenèse des maladies de Parkinson (a-syn) et d’Alzheimer (tau et Aβ) sont véhiculés via 

des VEs accumulées dans les zones lésées [6]. Des expériences in vitro montrent que des 

cellules microgliales de souris de la lignée BV2 traitées avec l’α-synucléine sécrètent 

davantage de VEs exprimant à leur surface le CMH-II ainsi que le tumor necrosis factor- α (TNF-

α). Ces VEs, une fois mises en contact avec une culture de neurones vont induire des 

mécanismes apoptotiques, ce qui supporte l’idée que ces VEs peuvent être des médiateurs 

importants de la maladie de parkinson [179]. L’activation de ce même type cellulaire par des 
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lipopolysaccharides (LPS) entraine un changement de la composition moléculaire des VEs 

produites et sécrétées, créant ainsi des messages différents vers les cellules environnantes, 

constitués notamment de cytokines pro-inflammatoires. Ces VEs présentent en effet une 

augmentation des niveaux de TNF-α et d’IL-6 par rapport à une population de VEs issue de 

cellules non traitées [180]. En parallèle, des VEs dérivées des astrocytes et des motoneurones 

ont également une influence pro-inflammatoire sur la sclérose latérale amyotrophique par le 

transfert de la SOD1 aux autres cellules [181].  

Les enjeux de la recherche sur l’implication des VEs dans le neuroinflammation sont nombreux 

tant ce niveau de communication supplémentaire complique davantage notre compréhension 

de l’état neuroinflammatoire dans les neuropathologies. Il est intéressant de savoir si ces VEs 

sont impliquées dans les stades successifs de la pathogenèse et si elles peuvent constituer de 

nouveaux biomarqueurs permettant de grader la pathologie. De plus, l’identification de leurs 

rôles pro- ou anti-inflammatoires favoriserait la conception de nouvelles thérapies médiées 

par les VEs. Cette connaissance passe par la mise en évidence des signatures moléculaires à la 

surface mais aussi à l’intérieur de ces vésicules (lipides, protéines, ARN et ADN). Dans ce 

contexte, la famille des miARNs, présents dans les VEs, influence la neuroinflammation.  

 

2- Rôles des miARNs dans la neuroinflammation  
 
Les miARNs sont présents dès le développement embryonnaire et persistent tout au long de 

la vie [182]. Ils régulent la plupart des mécanismes biologiques tels que la prolifération et la 

différentiation cellulaires, ou encore l’apoptose. Un défaut de maturation des miARNs peut 

induire des malformations du SNC mais aussi d’autres organes [183]. Il est estimé chez les 

mammifères que 50 % des miARNs sont exprimés au niveau du cerveau [184]. Les miARNs 

interviennent dans le cerveau lors de processus physiologiques liés au développement, 

l’homéostasie du SNC, la croissance neuritique mais aussi lors de processus pathologiques 

comme les maladies neurodégénératives ou neuropsychologiques. La balance entre les 

différents miARNs exerce une influence directe sur l’état neuroinflammatoire.  

Parmi les miARNs particulièrement bien décrits, miR-155 porte une activité pro-

inflammatoire. Plusieurs études montrent que sa production est induite, sous l’effet de p53, 

dans les macrophages, les monocytes et la microglie en réponse à plusieurs stimuli pro-

inflammatoires comme le lipopolysaccharide (LPS), l'interféron- gamma (IFN-γ) et le TNF-α 

[185–187]. Sachant que les miARNs régulent négativement l’utilisation de certains ARNm 
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cibles, celui codant le facteur de transcription c-Maf, conduisant une activité anti-

inflammatoire dans les cellules myéloïdes, est sous l’influence directe de miR-155 [188]. La 

dégradation de l’ARNm de c-Maf dans les microglies entraine à l’inverse des fonctions 

microgliales pro-inflammatoires pouvant être nocifs pour les cellules neurales environnantes. 

Les études de miR-155 dans les pathologies neurologiques, chez les patients atteints de 

sclérose en plaques, ont montré son accumulation au niveau des lésions cérébrales ainsi que 

dans le sérum. L’inhibition ou la délétion de ce miR-155 chez un modèle rongeur mimant cette 

pathologie permet d’induire une neuroprotection et une atténuation des troubles 

neurologiques [189]. Dans un autre contexte, celui de la trisomie 21, il existe un risque de 

développer une démence comme la maladie d’Alzheimer. Chez les patients trisomiques 

atteints d’une démence, une corrélation a été clairement établie avec l’augmentation du taux 

de miR-155 [190]. Enfin, miR-155 intervient dans la maladie de parkinson et joue là encore un 

rôle central dans la réponse neuroinflammatoire médiée par les microglies en réponse à 

l’alpha-synucléine [191].  

D’autres miARNs comme miR-27b, miR-326 et let-7 sont aussi connus pour promouvoir une 

activité pro-inflammatoire. D’abord, l’une des cibles de miR-27b est l’ARNm codant la 

molécule PPAR-γ (pour peroxisome proliferator-activated receptor) qui est un régulateur 

transcriptionnel. Dans les macrophages, PPAR-γ oriente la réponse vers un phénotype anti-

inflammatoire en inhibant la production de cytokines pro-inflammatoires. L’induction de miR-

27b par les LPS permet de réprimer la traduction de PPAR-γ et finalement soutient la capacité 

des macrophages à produire des cytokines pro-inflammatoires comme l’IL-6 ou le TNF-𝛼 [192]. 

D’ailleurs, chez les malades d’Alzheimer, l’expression de PPAR-γ est compromise dans les 

cellules microgliales pendant que l’expression de miR-27b est augmentée, ce qui en fait un 

acteur majeur. Ensuite, à l’image de miR-155, miR-326 montre aussi une implication dans les 

processus neuroinflammatoire lié à la sclérose en plaque. Dans le modèle murin de 

l’encéphalomyélite auto-immune expérimentale (ou EAE), ces deux miARNs joueraient un rôle 

majeur dans la physiopathologie en exacerbant la réponse inflammatoire [193,194]. Enfin, le 

miARN let-7 est libéré dans le milieu extracellulaire par les neurones en apoptose. Une fois lié 

au Toll-like receptor 7 (TLR7) à la surface des microglies et macrophages, il les active vers une 

réponse neurotoxique [195]. Toutefois, ses ARNm cibles ne semblent pas tous être dédiés à 

une réponse pro-inflammatoire. Let-7 serait surexprimé après un accident vasculaire cérébral, 

agissant sur le contrôle de l’ARNm codant la caspase 3 ce qui diminue la neurotoxicité [195].  
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A l’inverse, des miARNs sont décrits pour conduire nettement une réponse anti-

inflammatoire, par exemple miR-124, miR-146a et miR-21. D’abord, miR-124, considéré 

comme un miARN spécifique du cerveau, est impliqué dans la différentiation neuronale. Très 

exprimé dans les cellules microgliales, il semble absent des macrophages sanguins en 

condition normale. En revanche, lors d’une stimulation de ces macrophages par des cytokines 

comme l’IL-2 et l’IL-10, miR-124 sera induit significativement pour conduire un phénotype 

anti-inflammatoire [196,197]. Dans les cellules microgliales, miR-124 régule négativement les 

ARNm codant le TNF-𝛼, le CMH-II ainsi que des espèces réactives de l’oxygène [198]. Il conduit 

également ce profil anti-inflammatoire dans la maladie de parkinson en contrôlant la 

traduction des ARNm codant p62 (ou sequestosome 1) et p-p38 (pour phospho-p38 mitogen 

activated protein kinase), ce qui diminue la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires et 

augmente l’autophagie microgliale [199]. Dans la maladie d’Alzheimer, par un mécanisme 

encore inconnu, la production de miR-124 est réduite, ce qui coïncide avec une augmentation 

de la protéine BACE 1 (beta-site APP cleaving enzyme 1) permettant la formation du peptide 

Ab. Il a été montré que mir-124 contrôle l’ARNm codant la protéine BACE 1. D’ailleurs, 

l’inhibition de cette dernière permet d’atténuer la sécrétion du peptide Ab [200–202]. Ensuite, 

miR-146a est très présent dans le SNC et plus particulièrement dans les microglies, les 

neurones et les astrocytes. L’activation de la voie NF-kB induit l’expression de miR-146a qui 

en cascade pourra cibler des ARNm codant les protéines IRAK1 (pou Interleukin-1 receptor-

associated kinase 1) et TRAF6 (pour TNF receptor associated factors), éléments clés de la voie 

NF-kB (pour nuclear factor-kappa B). Ce rétrocontrôle négatif effectué par miR-146a permet 

de limiter l’activation excessive de cette voie de signalisation et contribue ainsi au contrôle de 

l’inflammation [190]. En réduisant l’activation de la voie NF-kB, miR-124a réduit aussi 

l’adhésion des cellules T en ciblant des ARNm codant RhoA (pour Ras homolog gene family, 

member A), Nfat5 (nuclear factor of activated T cells), IRAK1 et TRAF6 ce qui limite l’infiltration 

des cellules immunitaires ainsi que la neuroinflammation [195]. Lors d’une inflammation du 

SNC, une diminution de l’expression de miR-146a entraine une activation excessive de la voie 

NF-kB et in fine l’augmentation de la transcription des gènes sous son contrôle codant entre 

autre pour des cytokines pro-inflammatoires [203]. Enfin, miR-21, également modulé par 

l’activation de la voie NF-kB, permet son rétrocontrôle négatif à l’image de miR-146a et 

permet d’induire la production de l’IL-10, cytokine anti-inflammatoire [190,204]. Après un 

traumatisme crânien, l’expression de miR-21 est augmentée dans les cellules endothéliales. Il 
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est même détecté dans les VEs circulantes. Considéré comme neuroprotecteur dans ce type 

de lésion, miR-21 favorise la réparation de la BHE ainsi que l'angiogenèse [190]. 
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OBJECTIFS DES TRAVAUX DE THESE 
 

Comme énoncé précédemment, de nombreuses activités du SNC ainsi que de nombreuses 

neuropathologies sont corrélées à l'état neuro-inflammatoire. Cet état inflammatoire est en 

grande partie régulé par les cellules immunitaires du SNC : les cellules microgliales. Elles 

constituent la première ligne de défense cellulaire dans les pathologies du SNC, même si dans 

des cas particuliers, elles peuvent être soutenues par d’autres cellules immunitaires sanguines 

telles que les lymphocytes et les macrophages. Dans ce contexte, la discrimination de la 

microglie résidente et des macrophages ayant infiltré le SNC reste compliquée à établir tant 

dans leurs sous-populations que leurs rôles respectifs (neurotoxiques vs. neuroprotecteurs) 

dans la balance neuroinflammatoire [1]. A la différence des vertébrés, le système nerveux de 

la sangsue médicinale Hirudo medicinalis présente une organisation linéaire permettant 

d’étudier plus facilement les phénomènes de régénération axonale et de synaptogenèse après 

une lésion. Le rôle des cellules microgliales dans les mécanismes de réparation axonale est 

essentiel. En effet, si une inhibition de l’accumulation des cellules microgliales est réalisée, la 

réparation axonale sera sensiblement ralentie [21]. En raison de l’infiltration insignifiante des 

cellules sanguines immunitaires dans le SNC de la sangsue après une lésion, les cellules 

microgliales résidentes portent ainsi, à elles seules, un message inflammatoire crucial vers les 

neurones lésés qu’il nous faut déchiffrer. La communication entre les cellules du SNC chez les 

mammifères consiste en des communications intercellulaires et extracellulaires. Les VEs 

constituent l'une des voies de communication extracellulaire. Une fois libre dans le milieu 

extracellulaire, les VEs vont interagir avec leurs cellules cibles pour en modifier leurs fonctions 

[205]. Au sein du SNC des mammifères, toutes les cellules sécrètent des VEs. En particulier, 

les cellules microgliales produisent des VEs dans le but de communiquer avec les autres types 

cellulaires du cerveau afin de réguler de nombreuses fonctions. Par exemple, les VEs produites 

par les microglies régulent les fonctions synaptiques des neurones [158], les fonctions 

astrocytaires [206] ou encore les fonctions des oligodendrocytes [207]. Naturellement, les 

cellules microgliales sont elles-mêmes influencées par les productions vésiculaires des autres 

types cellulaires. En ayant connaissance de l’implication de VEs dans le métabolisme neuronal 

chez les mammifères, nous nous sommes attachés à regarder si ce mécanisme de 

communication existe également chez notre modèle invertébré. Au-delà de leur production, 

la caractérisation des molécules contenues dans ces VEs est déterminante dans la 
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compréhension des mécanismes permettant, en particulier, de mesurer l’influence des 

cellules microgliales sur le métabolisme des neurones. 

Mon travail de thèse s’est orienté sur l’étude du dialogue entre les neurones et les microglies 

médié par les VEs d’origine microgliale. Ce travail s’est intéressé tant aux contenus de ces VEs 

qu’à leurs effets sur des cellules receveuses comme les neurones. Dans un premier temps, j’ai 

participé à l’étude générale du dialogue qui s’établit entre les neurones et les cellules 

microgliales lors d’événements inflammatoires chez notre modèle Hirudo medicinalis. Ce 

travail s’est en particulier focalisé sur les toutes premières observations de VEs dans les tissus 

nerveux de la sangsue et sur l’utilisation d’une première méthode d’isolement de VEs dans le 

but de les utiliser dans des tests de croissance neuritique in vitro. Nous avons recherché à 

savoir si une partie du dialogue entre ces deux populations cellulaires peut s’effectuer via les 

VEs. Puis lors d’une deuxième étude, nous avons confirmé que le recrutement dynamique de 

la microglie vers les axones lésés expérimentalement s’accompagne d’une accumulation de 

VEs dans la zone de blessure.  

Dans un deuxième temps, mon travail de thèse s’est orienté sur le développement et 

l’optimisation de méthodes d’isolement des VEs. La purification ou l’enrichissement des VEs 

sont deux procédés très importants pour les analyses ultérieures. Les protocoles décrits dans 

la littérature sont soumis à discussion dans la communauté scientifique. C’est pourquoi, mon 

travail a porté en parallèle sur l’utilisation de procédures différentes afin de mener à des 

résultats fiables dans l’identification de contenus des VEs microgliales. J’ai tout d’abord 

contribué au développement ainsi qu’à la validation d’une méthode combinant 

l’ultracentrifugation et le gradient de densité Optiprep™ chez la sangsue. Ensuite, j’ai 

développé et validé une seconde méthode associant l’ultracentrifugation et la 

chromatographie d’exclusion stérique.  

Dans une dernière partie, qui a constitué la majeure partie de mon travail de thèse, je me suis 

consacré à la caractérisation des miARNs dans les VEs microgliales. Là encore, dans le souci de 

vérifier que les méthodes d’isolement permettent de maintenir l’intégrité des VEs et in fine 

leurs propriétés biologiques, j’ai tenu à montrer les effets de VEs microgliales sur la 

neuroprotection. Les résultats ont montré que les VEs microgliales de sangsue contiennent 

des miARNs dont certains n’ont jamais été décrits chez les mammifères. Dans une vision 

translationnelle, nous avons commencé à étudier ces miARNs identifiés chez la sangsue à 

l’intérieur des VEs microgliales issues de cellules microgliales/macrophages de mammifères.  
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Introduction de la partie I 
 

 
De nombreuses pathologies du système nerveux central (SNC) sont liées à l’état 

neuroinflammatoire. Ce dernier est un mécanisme complexe de plus en plus considéré mais 

encore mal compris. Il est aujourd’hui établi que les évènements pro-inflammatoires dans le 

SNC vont mener à des pathologies neurodégénératives ainsi qu’à un déclin cognitif. Au sein 

du SNC, la régulation des processus inflammatoires est grandement assurée par les cellules 

immunitaires résidentes : la microglie [2]. La mise en place d’un dialogue entre les neurones 

et les cellules microgliales va permettre de maintenir l’homéostasie ainsi que l’intégrité du 

SNC. Ce dialogue s’effectue selon différents modes comprenant l’utilisation de vésicules 

extracellulaires [208,209]. Ce mode de communication est impliqué dès le développement du 

SNC et ce tout au long de la vie de l’organisme. Les cellules microgliales produisent et libèrent 

des VEs en conditions physiologiques mais aussi pathologiques [210].  

 

Comme nous l’avons précédemment expliqué, la sangsue médicinale (Hirudo medicinalis) est 

un modèle intéressant pour étudier le dialogue qui s’établit entre les neurones et les cellules 

microgliales. L’organisation de la chaine nerveuse permet aux microglies en fonction de leurs 

localisations, d’interagir avec soit les corps cellulaires neuronaux soit les axones. De plus, 

grâce à cette organisation du SNC, il est possible de ne léser que les axones afin d’étudier les 

mécanismes qui interviennent et participent à la repousse axonale ainsi qu’à la 

synaptogenèse. La description de la production de vésicules extracellulaire (VEs) par les 

cellules microgliales chez les mammifères et leur implication dans les processus 

neuroinflammatoires a fait émerger l’hypothèse de la production de VEs par les cellules 

microgliales chez notre modèle invertébré. 

 

Au cours de nos deux premières études (Publications 1 et 2), nous nous sommes intéressés à 

la production des VEs par les cellules microgliales chez la sangsue et à leur accumulation dans 

la zone de lésion axonale, en parallèle du recrutement microglial.  
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Medicinal leech CNS as a model for exosome studies in the 
crosstalk between microglia and neurons 
 
Antonella Raffo-Romero, Tanina Arab, Issa S. Al-Amri, Francoise Le 
Marrec-Croq, Christelle Van Camp, Quentin Lemaire, Michel Salzet, 
Jacopo Vizioli, Pierre-Eric Sautiere, Christophe Lefebvre 
 
International Journal of Molecular Sciences. 2018 Dec 19;19(12).  
doi: 10.3390/ijms19124124. 
 

Résumé 
 
Les résultats présentés dans la publication 1 à laquelle j’ai participé montrent que lors d’une 

co-culture de neurones et de microglies, il est possible d’observer de très petites structures 

en relation avec les neurites. Ces données préliminaires ont d’abord posé de nombreuses 

questions qui ont progressivement suggérer la possibilité de la production de VEs par les 

cellules nerveuses du SNC de la sangsue. Afin de confirmer cette hypothèse, nous nous 

sommes engagés dans la caractérisation de ces structures à l’aide de marqueurs vésiculaires. 

La recherche de marqueurs des VEs dans les banques de données chez la sangsue a permis de 

révéler entre autre un ARNm codant pour un homologue de la molécule Alix (Apoptosis-Linked 

gene 2-Interacting protein X) chez notre modèle. Alix est aujourd’hui considérée comme un 

marqueur spécifique des VEs [211]. L’analyse in silico de cette molécule, nommée HmAlix 

(pour Hirudo medicinalis Alix), a permis la mise en évidence de domaines spécifiques de la 

protéine Alix tels que décrits chez d’autres organismes. De plus, son alignement en acides 

aminés avec la forme humaine de la protéine Alix révèle une identité de séquence de 49 % et 

une homologie de séquence de 68 %. En tenant compte de ces homologies, nous avons utilisé 

un anticorps polyclonal dirigé contre la forme humaine pour nos analyses. Une analyse par 

western-blot sur un extrait protéique total de chaines nerveuses montre que cette molécule 

est produite chez la sangsue. Des analyses utilisant cet anticorps par immunofluorescence sur 

des fragments isolés de SNC lésé montrent des nanostructures positives pour HmAlix au 

niveau de la lésion mais aussi autour des corps cellulaires neuronaux. Ces résultats suggèrent 

que les nanostructures présentes sur les neurites lors de la co-culture de neurones et de 

microglies observés précédemment puissent correspondre à des VEs. A ce stade de l’étude, 
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nous ne pouvons pas certifier de l’origine cellulaire ces VEs. Pour confirmer la production de 

VEs par les cellules microgliales, des analyses par microscopie électronique à transmission 

(MET) ont été réalisées à partir de cellules microgliales fraichement isolées et maintenues en 

culture primaire. Ces observations ont soit été effectuées sur les cellules elles-mêmes, soit à 

partir de leur milieu de culture menant à l’isolement de VEs. Les résultats montrent que les 

cellules microgliales produisent des corps multivésiculaires et qu’ils contiennent des 

exosomes démontrant ainsi que les microglies de sangsue produisent au moins des exosomes. 

De plus, les résultats de l’observation en MET à partir de fractions d’isolement des VEs 

microgliales confirment que les cellules microgliales libèrent des VEs dont la taille est comprise 

entre 50 nm et 300 nm. Un marquage de ces VEs isolées avec l’anticorps polyclonal anti-Alix 

s’est révélé positif, ce qui consolide notre mise en évidence.  

Afin de vérifier l’hypothèse d’une interaction de VEs microgliales avec les neurones, des 

expériences de co-culture neurones-microglies ont de nouveau été réalisées. De façon à 

écarter la détection de VEs par les neurones et donc suivre des VEs d’origine microgliale 

uniquement, les expériences ont utilisé un anticorps dirigé contre la gliarine, un marqueur 

spécifique des cellules gliales représentées ici par la microglie. Cette molécule de la famille 

des lamines est un filament intermédiaire nucléoplasmique et n’est pas produite par les 

neurones. La gliarine a été détectée par western-blot dans les cellules microgliales, comme 

attendue, mais aussi dans les VEs microgliales ce qui nous autorise son utilisation. Cet 

anticorps a donc été utilisé par immunofluorescence sur une co-culture primaire de neurones 

et de microglies et sur une culture primaire de neurones seuls. Lorsque des neurones sont 

cultivés seuls, aucun signal n’est détecté. En sachant que les cellules microgliales produisent 

un grand nombre de VEs révélées ici par la gliarine, un signal ponctiforme (vert) est en 

revanche observé en interaction avec les neurites, ce qui confirme la capacité in vitro des VEs 

microgliales à interagir avec les neurones. La dernière étape dans cette étude a été de montrer 

que les VEs microgliales produisent un effet sur les neurones. La mise en présence de VEs 

microgliales avec une culture primaire de neurones permet d’augmenter la croissance 

neuritique par rapport à une culture sans les VEs microgliales. De façon très intéressante, 

l’effet des VEs microgliales de sangsue est également le même sur un modèle reconnu de 

différentiation neuronale, la lignée cellulaire PC-12 de rat. Bien qu’il ne s’agisse pas de 

neurones, ces résultats démontrent toutefois que ce dialogue dépendant des VEs utilise 

probablement des échanges moléculaires qui auraient été conservés au cours de l’évolution.  
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En parallèle, de façon concomitante, d’autres travaux ont montré l’implication de la voie TGF-

b (pour Transforming Growth factor beta) dans le recrutement microglial. Ces résultats ont 

fait l’objet de la publication 2 à laquelle j’ai participé et dont je présenterai les détails dans le 

chapitre suivant. En bref, l’étude de la voie TGF-b dans la réponse microgliale à la lésion a 

donné lieu à l’observation d’une production importante de VEs au niveau la lésion 

(Publication 2). Nous avons donc souhaité examiner un membre de la famille TGF-b dans cette 

publication 1 consacrée au dialogue entre microglies et neurones dépendamment des VEs. 

Les analyses par western-blot ont révélé que ce membre de la famille TGF-b, le nGDF (pour 

Growth Differentiation Factor), est présent dans les VEs microgliales. De plus, des expériences 

d’immunofluorescence réalisées sur des fragments de chaines nerveuses ont montré un 

marquage ponctiforme autour des corps cellulaires neuronaux. Un double marquage anti-

nGDF et anti-Alix a montré que les deux signaux co-localisent, suggérant que le marquage 

pour le nGDF est à l’intérieur de certaines VEs. Enfin, un test in vitro de croissance neuritique, 

réalisé sur une culture primaire de neurones de sangsue, a montré des effets neurotrophiques 

portés par les VEs microgliales et une diminution significative de la croissance neuritique en 

présence des VEs et d’un inhibiteur de la voie de signalisation liée au récepteur du TGF-b. Ces 

résultats montrent ainsi une corrélation possible entre les propriétés neurotrophiques de VEs 

microgliales et la présence du nGDF. 
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ALK4/5-dependent TGF-β signaling contributes to the 
crosstalk between neurons and microglia following axonal 
lesion. 
 
Antonella Raffo-Romero, Tanina Arab, Christelle Van Camp, Quentin 
Lemaire, Maxence Wisztorski, Julien Franck, Soulaimane Aboulouard, 
Françoise Le Marrec-Croq, Pierre-Eric Sautiere, Jacopo Vizioli, Michel 
Salzet, Christophe Lefebvre. 
 
Scientific Reports. 2019 May 3;9(1):6896. 
doi: 10.1038/s41598-019-43328-x. 
 

Résumé 
 

Les résultats de la publication 1 suggéraient l’implication de la voie de signalisation du TGF-b 

dans la réponse neuroprotectrice délivrée par les VEs microgliales. Dans le cadre d’une 

meilleure compréhension des signaux moléculaires pouvant organiser le recrutement 

microglial vers la lésion axonale, Antonella Raffo-Romero a entrepris, en parallèle, la 

caractérisation de la voie de signalisation du TGF-β. Dans cette étude, j’ai d’abord contribué à 

la préparation des matériaux biologiques mais aussi à l’analyse de la zone de lésion dans un 

contexte plus focalisé sur la production de VEs. Des études antérieures ont déjà démontré que 

cette voie de signalisation liée aux récepteurs de la famille TGF-βRI et II est importante pour 

la réponse spécifique des cellules microgliales chez les mammifères [58,59]. 

Les premiers résultats ont mis en évidence chez Hirudo medicinalis la présence d’un unique 

homologue du récepteur du TGF-b de type I (ou TGF-bR1) connu chez les mammifères. Les 

homologies ainsi que les particularités de certains motifs ont permis de le ranger dans les 

récepteurs de type ALK4 et/ou ALK5 (pour Activin receptor Like Kinase). Il s’agit du seul 

récepteur au TGF-b détecté chez la sangsue médicinale. La présence de cet homologue ALK4/5 

dans certaines cellules microgliales a suggéré que cette voie puisse intervenir dans leur 

recrutement à la lésion. Afin d’évaluer cette hypothèse, nous avons réalisé un test de 

chimiotactisme in vitro sur les cellules microgliales primaires de sangsue en présence de la 

forme humaine recombinante du TGF-b1, le ligand de ALK4/5 chez les mammifères. Les 

résultats ont révélé qu’une partie des cellules microgliales (environ 24 %) est réactive au TGF-
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b humain et utiliserait le récepteur ALK4/5. La recherche d’homologues au TGF-b humain a 

permis de mettre en évidence une protéine apparentée à GDF8 et GDF11, membres de la 

famille TGF-b et ligands connus pour ALK4 et ALK5. Cette protéine chez la sangsue a été 

nommée nGDF. Pour la suite des expériences, un anticorps polyclonal dirigé contre la forme 

humaine du TGF-b et reconnaissant des régions homologues avec nGDF a permis de détecter 

par western blot une seule et unique protéine à la taille prédite du nGDF et a montré par 

immunofluorescence sa présence aux extrémités axonales lésées seulement 15 minutes après 

la lésion, avant même le recrutement des cellules microgliales. La libération de nGDF à la 

lésion suggère que cette molécule pourrait avoir une implication dans le recrutement des 

cellules microgliales. Des tests de chimiotactisme in vitro sur les cellules microgliales ont 

montré que le milieu conditionné issu d’une culture de neurones exerce bien un effet 

chimiotactique dépendamment de la voie ALK4/5 et de son ligand nGDF, démontrant que ce 

dernier observé aux extrémités axonales lésées est effectivement d’origine neuronale. Les 

expériences suivantes montrent que nGDF est impliqué dans le recrutement très précoce des 

cellules microgliales ALK4/5+ à la lésion mais n’interviendrait plus dans le recrutement 

microglial à plus long terme. Toutefois, des neurones positifs pour ALK4/5 sont également 

détectés dans les ganglions nerveux dans la phase tardive de la réponse à la lésion. De façon 

intéressante, l’inhibition de cette voie ALK4/5 dans les corps cellulaires neuronaux a une 

répercussion directe, 24h après la lésion, sur le recrutement des cellules microgliales 

dépendamment du facteur chimiotactique C1q. Ce facteur du complément C1q, lui aussi 

d’origine neuronale, est responsable d’une part au recrutement microglial chez la sangsue. 

L’inhibition de la voie ALK4/5 sur certains neurones aurait pour effet de bloquer la production 

du C1q et in fine réduire la phase tardive du recrutement microglial. Cette voie ALK4/5, qu’elle 

s’exerce au niveau microglial ou neuronal, représenterait alors un mécanisme clé dans la 

réponse à la lésion et le dialogue entre microglie et neurones. 

L’analyse non ciblée et à grande échelle des profils protéiques détectés sur la zone de lésion 

permettent d’ailleurs d’en attester. Cette approche LESA (pour liquid extraction surface 

analysis) permet d’extraire les protéines à partir de la seule zone de lésion, au cours du temps 

(T0h, T6h et T24h après une lésion) et avec la présence ou non d’un inhibiteur de la voie 

ALK4/5. L’ajout de l’inhibiteur de la voie ALK4/5 a réduit l’identification de protéines associées 

à la voie de signalisation du TGF-b et a compromis la réponse liée à la régénération axonale, 

au guidage et à la synaptogenèse. Soucieux à titre personnel de montrer l’importance des VEs 
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dans le dialogue initié entre neurones et microglie, nous avons également mis en évidence de 

nombreuses molécules associées à la voie exosomale au niveau de la lésion, avec entre autre 

59 % des protéines totales détectées à la lésion à T6h. Ces dernières données ont confirmé les 

résultats de la publication 1 qui révélaient l’implication primordiale des VEs dans le dialogue 

microglie-neurones. Ces deux premières études ont ainsi montré que les VEs représentent un 

mode de communication important au niveau de la lésion de la chaine nerveuse chez la 

sangsue.  
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Supplementary Method S1. 

Leech CNS-Conditioned Medium (CM) for chemotaxis experiments 

For the preparation of conditioned medium from microglial cells and neurons, 10 nerve cords 

were dissected and cells were separated as previously described. Then, they were placed in 

fresh complete medium (500 µL) for 15 minutes (T0) and centrifuged for 20 min at 1,200 × g 

to eliminate microglial cells or neurons. The cell-free supernatant was then used as CM in the 

chemotaxis experiments.  

 

Supplementary Method S2. 

RNA extraction  

Regarding the molecular characterization part of the material and methods, the total RNA 

have been extracted from the complete nerve cords corresponding to 10 leeches, then 

incubated in TRIzol® reagent (Thermo Fisher Scientific, Waltham MA, USA) and homogenized 

using Precellys® tissue homogenizer (Ozyme, Montigny-le-Bretonneux, France). For the gene 

expression analyses part, the total RNA have been extracted from neurons from the nerve 

cords of 10 leeches, then incubated in TRIzol® reagent (Thermo Fisher Scientific, Waltham MA, 

USA). The extraction of the total RNA was performed according to manufacturer’s protocol 

(Thermo Fisher Scientific, Waltham MA, USA) and resuspended in RNase-free water. The 

extracted total RNAs were treated with RQ1-DNase1 (Promega, Madison WI, USA) to prevent 

any contamination by genomic DNA. 

 

Supplementary Method S3. 

RACE-PCR 

RACE-PCR was conducted using SMARTer® RACE 5’/3’ Kit (Takara, Kusatsu, Japan). Briefly, 2 

µg of total RNA were used to construct 5’ and 3’ cDNA libraries according to the 

manufacturer’s instructions. Then Nested PCR amplification reactions respecting Takara 

instructions were performed using a combination of forward and reverse primers deduced 

from TGF-� type I receptor putative partial mRNA sequence (Fw1 5’-

AATAATCTTCGTCCTCTTGCTTCT-3’; Fw2 5’- TGGTGCCAGCATAGAAAGGTCC-3’; Rv1 5’-

CACTGCCCACTCTGTTGTTG-3’; Rv2 5’-CGACTTTATCTGACTCTGAGTCA-3’) and from that of TGF-

�1 (Fw1 5’-GTGGTTCTCGGACTCTCAAACGC-3’; Fw2 5’-CGGCATCAGAATGCCCAACCTG-3’; Rv1 

5’-TCGCCCGTACACGATCTTCATCC-3’; Rv2 5’-GGCACAGCACATGCCTTTGTATTT-3’). The reaction 
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cycles were performed as follows: 94°C for 1 min, followed by 40 cycles of 30 s at 94°C, 30 s 

at 56°C, and 2 min at 72°C.  

 

Supplementary Method S4. 

Hybridization protocol 

Fixed CNS were subjected to four washes of 5 min each in PBT and then permeabilized for 10 

min by digestion with 10 µg/ml Proteinase K (Sigma-Aldrich, Saint Louis MO, USA) in PBS. 

Then, they were washed 5 min in PBT two times, post-fixed for 25 min in 4% 

paraformaldehyde at RT and washed four times for 5 min each in PBT. They were incubated 

for 10 min in mixture 50% PBT/50% Hybe(-) (50% (v/v) formamide, 5X SSC, 0.1 % (h/v) Tween 

20 and sterile water pH 6.5) and then for 3 hours in Hybe(-) at 42 °C.  

Hybridization was performed overnight at 42 °C with riboprobes in Hybe(+) (50 % (v/v) 

formamide, 5X SSC, 0.1 % (h/v) Tween 20, 500 µg/ml tRNA, 50 µg/ml heparin and H2O). After 

hybridization, nerve cords were washed through the following series at 42°C : two times for 5 

min and three times for 20 min in Hybe(-), then at RT 10 min in a mixture 50% PBT/50% Hybe(-

) and four times for 5 min in PBS/0.2 M glycine.  

Nerve cords followed an incubation with blocking reagent 1/5 in PBT (Roche Diagnostics, 

Risch-Rotkreuz, Swiss) for 30 min and then incubated with a sheep polyclonal anti-DIG 

antibody 1/700 (abcam64509, Abcam, Cambridge, UK) for 2 hours at RT. After 4 washings in 

PBT for 10 min and incubation for 30 min in a solution blocking reagent 1/5 in PBT, samples 

were incubated with the secondary donkey anti-sheep antibody conjugated to Alexa Fluor 488 

(1:1500, Invitrogen, Carlsbad CA, USA) in blocking reagent (Roche Diagnostics, Risch-Rotkreuz, 

Swiss) and rinsed with PBT before mounting with Fluorescent Mounting Medium (Agilent, 

Santa Clara CA, USA). The cell nuclei were counterstained by Hoechst 33342 fluorescent dye 

(1:10000, Invitrogen, Carlsbad CA, USA) for 20 min. The nerve cords were mounted on the 

slide with Dako Fluorescent Mounting Medium (Agilent, Santa Clara CA, USA). 

 

Supplementary Method S5. 

Chemotaxis assays  

The chemotaxis assays experiments were performed using Petri dishes with 35 millimeter 

diameter. The latter were filled with 4 ml of 1% agar and 0.5% gelatin solution. After drying, 

two 6 mm diameter wells were made, each one presenting a parallel individual channel. One 
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well was filled with 100 μl of purified microglial cells (see above) and the second was filled 

with chemotactic factors or negative controls. A channel was further created perpendicularly 

to others using a coverslip. One hour later, cells in the well containing chemoattractant were 

collected. The number of migrating cells was counted on a hemocytometer (five different 

counts) under Axioskop microscope (Zeiss, Oberkochen, Germany). 

 

Supplementary Method S6. 

Western blotting 

CNS, microglial cells and neurons protein extract analysis were performed from 5 and 10 nerve 

cords respectively T24 h post-injury with RIPA buffer (150 mM NaCl, 50 mM Tris, 5 mM EGTA, 

2 mM EDTA, 100 mM NaF, 10 mm sodium pyrophosphate, 1% Nonidet P-40, 1 mM PMSF, 1X 

protease inhibitors). Cell debris was removed by centrifugation (1,200 × g for 20 min, RT); the 

supernatants were collected and the protein concentrations were measured using a Protein 

Assay (BioRad, Hercules CA, USA).For each experimental condition, SDS-PAGE was conducted 

with 4-12% polyacrylamide gel. Protein extract (30 µg) was homogenized (v/v) in 2X Laemmli 

sample buffer and loaded on the gel. Migration was performed in TGS buffer pH 8.5 (25 mM 

Tris, 192 mM glycine, and 0.1% SDS). The gel was run at 70 V for 15 min and at 120 V for 45 

min. The separated proteins were transferred to AmershamTM HybondTM-ECL nitrocellulose 

membranes (GE Healthcare, Little Chalfont, UK).  

 

Supplementary Method S7. 

LESA method  

The fragments were mounted on the Poly-D-lysine slide (Dominique Dutscher, Brumath, 

France) at different times post-injury 15 minutes (T0), 6 hours (T6 h) and 24 hours (T24 h) and 

observed by microscopy to mark the lesion points. The glass slide is then mounted on a 

universal adapter plate and the precise X–Y position of the extraction site were determined 

using LESA Points software. A volume of 1.5 μl of CHAPS solution (3.5% in 0.1M Tris HCl pH 10 

and 50mM DTT) was loaded into a tip. A robotic arm moved the tip above the extraction point 

previously determine. A liquid microjunction is formed between the end of the tip and the 

lesion point with a volume of 0.4 μl of solvent. Ten cycles of aspiration/dispense are 

performed on the lesion without breaking the liquid junction. Proteins coming from cells and 

intercellular spaces are then extracted and stored in a collection tube. For proteomics analysis, 



 

 111 

the sample is deposited on an acrylamide gel and subsequently subjected to reduction, 

alkylation and enzymatic digestion.  

 

Supplementary Method S8.  

In gel Digestion 

Band gels were cut into small pieces of 1mm3 and then washed with 300 μL of distilled 

deionized water for 15 min, 300 μL of ACN for 15 min, 300 μL of NH4HCO3 (100mM, pH8) for 

15 min, 300 μL of NH4HCO3/ACN (1:1, v/v) for 15 min and then 300 μL of ACN for 5 min. Band 

gel pieces were dried under vacuum using a speedvac for 5 min. Reduction of cysteines was 

performed using 50 µL of a solution of DTT (10mM) in NH4HCO3 (100 mM, pH8) and incubated 

at 56°C for 1 h. Alkylation of cysteines was performed using 50 μL of a solution of IAA (50mM) 

in NH4HCO3 (100 mM, pH8) and incubated at room temperatureRT in the dark for 30 min. 

Band gel pieces were washed with 300 μL of NH4HCO3 (100 mM, pH8) for 15 min, 300 μL of 

NH4HCO3/ACN (1:1, v/v) for 15 min and 300 μL of ACN for 5 min. Band gel pieces were then 

dried in a speedvac for 5min and subjected to enzymatic digestion using a solution of trypsin 

(12,5 μg/mL) in NH4HCO3 (20 mM, pH8) and incubated overnight at 37°C. Peptides were 

subsequently extracted using 50 μL of acetonitrile (ACN), 150 µL of 1% formic acid and then 

150 μL of ACN. Supernatants were transferred in a new tube and dried using a speedvac. 

Peptides were then resuspended in 20 μL of a solution of 0.1% TFA for a subsequent desalting 

step. 

 

Supplementary Method S9. 

NanoLC-HR-MS/MS 

Peptides were desalted and concentrated using a C18 ZipTip (Millipore, Saint-Quentin-en-

Yvelines, France), eluted by 80% ACN and dried under vacuum. Dried samples were 

reconstituted in 20µL of ACN/0.1% aqueous FA (2:98, v/v). The samples were separated by 

online reversed-phase chromatography using a Proxeon EasynLC1000 system (Thermo Fisher 

Scientific, Waltham MA, USA) equipped with a Proxeon trap column (100 µm ID  2 cm) and a 

C18 packed-tip column (Acclaim PepMap, 75 µm ID 50cm). Peptides were separated using an 

increasing amount of acetonitrile (5–30% over 120 min) at a flow rate of 300 nL/min. The LC 

eluent was electrosprayed directly from the analytical column and a voltage of 1.7 kV was 

applied via the liquid junction of the nanospray source. The chromatography system was 
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coupled to a Q-exactive mass spectrometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham MA, USA) 

programmed to acquire the top 10 MSMS in data-dependent mode. The survey scans were 

done at a resolving power of 70,000 FWHM (m/z 400), in positive mode and using an AGC 

target of 3 x 106. Default charge state was set at 2, unassigned and 1 charge states were 

rejected and dynamic exclusion was enabled for 25 s. The scan range was set to 300–1600 

m/z. For ddMS2, the scan range was between 200–2000 m/z, 1 microscan was acquired at 

17,500 FWHM, an isolation window of 4.0 m/z and a HCD Normalized Collision Energy (NCE) 

of 30 was used. 

 

Supplementary Method S10 

Data analyses 

All the MS data were processed with MaxQuant (version 1.5.6.5) software using the 

Andromeda search engine. Proteins were identified by searching MS and MS/MS data against 

a homemade database of Hirudo medicinalis. This homemade database is based in translated 

mRNA sequences created from a H. medicinalis draft genome, as it was already described 

before. All the predicted protein sequences are annotated by homology with the human 

database. Trypsin specificity was used for the digestion mode with N-terminal acetylation and 

methionine oxidation selected as the variable. Carbarmidomethylation of cysteines was set as 

a fixed modification, with up to two missed cleavages. For MS spectra, an initial mass accuracy 

of 6 ppm was selected, with a minimum of 2 peptides and at least 1 unique peptide per 

protein, and the MS/MS tolerance was set to 20 ppm for HCD data. For identification, the FDR 

at the peptide spectrum matches (PSMs) and protein level was set to 0.01. Label-free 

quantification of proteins was performed using the MaxLFQ algorithm integrated into 

MaxQuant with the default parameters. Analysis of the proteins identified were performed 

using Perseus (version 1.5.6.0) software. The file containing the information from 

identification was used with hits to the reverse database, and proteins only identified with 

modified peptides and potential contaminants were removed. Then, the LFQ intensity was 

logarithmized (log2[x]). Categorical annotation of rows was used to define different groups 

after grouping replicates. 

Multiple-samples tests were performed using ANOVA test with a p-value of 5% and preserving 

grouping in randomization. Visual heatmap representations of significant proteins were 

obtained using hierarchical clustering analysis. Normalization was achieved using a Z-score 
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with a matrix access by rows. For the statistical analysis, only proteins presenting as significant 

by the ANOVA test were used. Hierarchical clustering depending protein extract were first 

performed using the Euclidean parameter for distance calculation and average option for 

linkage in row. Functional annotation and characterization of identified proteins were 

obtained using PANTHER (version 13.0) software and STRING (version 9.1). Integrated Venn 

diagram analysis was performed using “Draw venn diagram”; a web-based tool for the analysis 

of complex data sets. The analysis of gene ontology, cellular components and biological 

processes, were performed with FunRich 3.0 analysis tool. 
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Supplementary Table S1: List of exclusive proteins represented in the Venn diagrams (shown 
in Supplementary Figure S1a) corresponding to Perseus analysis generated from the samples 
of different post-injury times with SB431542 or vehicle incubation separately.  

Vehicle Exclusives Inhibitor Exclusives  

T0 T6h T24h T0 T6h T24h 
HGS (O14964) COL6A3 (P12111) ACLY (P53396) CRYZ (Q08257) LGR5 (O75473) ANK3 (Q12955) 

GMPPB (Q9Y5P6) ANXA7 (P20073) CRYZ (Q08257) ATP1B1 (P05026) PSMB8 (P28062) HRSP12 (P52758) 
ATIC (P31939) ANPEP (P15144) ISOC2 (Q96AB3) CST4 (P01036) AHNAK (Q09666) LAMA2 (P24043) 

BLOC1S6 (Q9UL45) MAP1S (Q66K74) CTSL (P07711) GMPPB (Q9Y5P6) UGP2 (Q16851) PMPCB (O75439) 
HMOX2 (P30519) NDUFV2 (P19404) LAMA2 (P24043) UGP2 (Q16851) KLHDC8A (Q8IYD2) DYNC1H1 (Q14204) 

LCT (P09848) DLAT (P10515) LGR5 (O75473) SAR1B (Q9Y6B6) GNAQ (P50148) CPNE2 (Q96FN4) 
SLC44A4 (Q53GD3) PNP (P00491) PSMA8 (Q8TAA3) SBF2 (Q86WG5) DLAT (P10515) EHD3 (Q9NZN3) 
SBSPON (Q8IVN8) PHYH (O14832) ALDH4A1 (P30038) ATIC (P31939) MYH3 (P11055) ALDH18A1 (P54886) 

MDH2 (P40926) GNB2L1 (P63244) DYNC1H1 (Q14204) PSMA8 (Q8TAA3) AARS (P49588) PRMT1 (Q99873) 
ANK2 (Q01484) PCYT2 (Q99447) ANK3 (Q12955) SYAP1 (Q96A49) YKT6 (O15498) ACO2 (Q99798) 

GMPR2 (Q9P2T1) LMNA (P02545) ASAH1 (Q13510) BLOC1S6 (Q9UL45) PTGES3 (Q15185) HIST4H4 (P62805) 
NAMPT (P43490) RAP2C (Q9Y3L5) PLEC (Q15149) GLA (P06280) SEPHS1 (P49903)  NT5C2 (P49902) 

MGAT5B (Q3V5L5) MAP3K20 (Q9NYL2) OAT (P04181) PTS (Q03393) PDXK (O00764) ADPRH (P54922) 
RAB18 (Q9NP72) AQP4 (P55087) GNAQ (P50148) PSMA6 (P60900) AIMP1 (Q12904) CALR (P27797) 
CNN1 (P51911) PYCR1 (P32322) DPYSL4 (O14531) LCT (P09848) RPS14 (P62263)   
NID1 (P14543) SELENBP1 (Q13228) TOM1L2 (Q6ZVM7) ASAH1 (Q13510) PSMB5 (P28074)   
PFKL (P17858) COL6A5 (A8TX70) ACAT2 (Q9BWD1) GRK1 (Q15835) FAH (P16930)   
GLUL (P15104) RAP1B (P61224) FKBP1A (P62942) HARS (P12081) PSMD7 (P51665)   

PSMA4 (P25789) DPYS (Q14117) ACO2 (Q99798) MDH2 (P40926) CLIC4 (Q9Y696)   
ANK3 (Q12955) HIRA (P54198) MINPP1 (Q9UNW1) RAB1A (P62820) P4HB (P07237)   

PRKCSH (P14314) PAICS (P22234) NT5C2 (P49902) ANK2 (Q01484) ACTN1 (P12814)   
TCEB1 (Q15369) ATP2B2 (Q01814) DHX9 (Q08211) PLEC (Q15149)     
GOT1 (P17174) GRIA1 (P42261) CDON (Q4KMG0) GCAT (O75600)     

ARPC5L (Q9BPX5) GCLC (P48506) PMPCB (O75439) HSPA8 (P11142)     
PIP (P12273) BPNT1 (O95861) NDUFS7 (O75251) GMPR2 (Q9P2T1)     

PSMD13 (Q9UNM6) UBA52 (P62987) PSMD2 (Q13200) NAMPT (P43490)     
RAB35 (Q15286) ATP1A1 (P05023) CCT3 (P49368) MGAT5B (Q3V5L5)     
ATG3 (Q9NT62) ATP1A3 (P13637)   ACHE (P22303)     

DNAJB1 (P25685) GCH1 (P30793)   MVP (Q14764)     
NCS1 (P62166) ACTN3 (Q08043)   37500 (Q15019)     

GLUD2 (P49448) ACTC1 (P68032)   RAB18 (Q9NP72)     
CAT (P04040) CPNE6 (O95741)   CNPY4 (Q8N129)     

CHL1 (O00533) ATP1B1 (P05026)   CNN1 (P51911)     
SLC9A3R2 (Q15599) AKR1A1 (P14550)   PFKL (P17858)     

RRAS2 (P62070) TPRG1L (Q5T0D9)   ATP5J2 (P56134)     
LHPP (Q9H008) IMPA1 (P29218)   PSMA4 (P25789)     

ADCY9 (O60503) ANXA5 (P08758)   KIAA1161 (Q6NSJ0)     
ADPRH (P54922) CNTN1 (Q12860)   DCTN1 (Q14203)     
PAK3 (O75914) QARS (P47897)   DPYSL4 (O14531)     

  FLNB (O75369)   TCEB1 (Q15369)     
  APRT (P07741)   GOT1 (P17174)     
  RAB8A (P61006)   HYOU1 (Q9Y4L1)     
  UBE2L3 (P68036)   ARRB1 (P49407)     
  ATP5H (O75947)   ATP1A3 (P13637)     
  CHP1 (Q99653)   GMDS (O60547)     
  GBE1 (Q04446)   RBKS (Q9H477)     
  ATP6V1A (P38606)   PIP (P12273)     
  COX4I1 (P13073)   PSMD13 (Q9UNM6)     
  FLOT1 (O75955)   TPD52 (P55327)     
  ACAT1 (P24752)   PMM2 (O15305)     
  GDI1 (P31150)   ATP6V1G1 (O75348)     
  QSOX1 (O00391)   ATP2B1 (P20020)     
  TUBA1A (Q71U36)   DNAJB1 (P25685)     
  NPEPPS (P55786)   CAPZA1 (P52907)     
  GNGT1 (P63211)   PTPRN (Q16849)     
  DCTN3 (O75935)   NCS1 (P62166)     
  PSMA2 (P25787)   SKI (P12755)     
  TNIP2 (Q8NFZ5)   TBCA (O75347)     
  ANK2 (Q01484)   ECE1 (P42892)     
  ACO1 (P21399)   LHPP (Q9H008)     
  ALDH18A1 (P54886)   ADCY9 (O60503)     
  ADRBK1 (P25098)   LMNA (P02545)     
  DYNC1H1 (Q14204)   DHX9 (Q08211)     
  SRI (P30626)   NAP1L4 (Q99733)     
  CAPN3 (P20807)   PSMF1 (Q92530)     
      CCT8 (P50990)     
      GLUL (P15104)     
      PAK3 (O75914)     
      NDUFA10 (O95299)     
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Supplementary Table S2: List of overexpressed proteins identified in specific clusters after 
Perseus analyses (extracted from the two heatmaps shown in Supplementary Figure S1b) 
generated from the samples of different post-injury times with SB431542 or vehicle 
incubation separately.  

Vehicle Heatmap Inhibitor Heatmap 

Cluster 1 Cluster 2 Cluster 3 Cluster 1 Cluster 2 Cluster 3 
TPM2 (P07951) HSPA5 (P11021) NCAM2 (O15394) TPM2 (P07951) PEF1 (Q9UBV8) LETM1 (O95202) 

HSP90AB1 (P08238) EHD1 (Q9H4M9) TSPAN1 (O60635) PRKAR2A (P13861) CLYBL (Q8N0X4) FLOT2 (Q14254) 
YWHAB (P31946) HSPD1 (P10809) EML1 (O00423) TSPAN7 (P41732) SLC13A5 (Q86YT5) PAPSS1 (O43252) 
PABPC1 (P11940) GSN (P06396) HAGH (Q16775) NSF (P46459) RAB39A (Q14964) EML1 (O00423) 
WDR1 (O75083) TPT1 (P13693) PPP2CA (P67775) PYGB (P11216) HSPE1 (P61604) NEFL (P07196) 
FABP5 (Q01469) LAP3 (P28838) GNAO1 (P09471) EHD1 (Q9H4M9) CDC42 (P60953) ACTA2 (P62736) 

RDX (P35241) DPYSL2 (Q16555) PGK2 (P07205) ATP5A1 (P25705) ALDH18A1 (P54886) ATP5B (P06576) 
VWA5A (O00534) ANK3 (Q12955) RPS23 (P62266) NEFL (P07196) CMPK1 (P30085) TNS1 (Q9HBL0) 
PYGM (P11217) CAP1 (Q01518) CDC42 (P60953) HSP90AB1 (P08238) ACHE (P22303) ACSS2 (Q9NR19) 
CSTB (P04080) GARS (P41250) CRYZ (Q08257) ANXA7 (P20073) GSTA1 (P08263) SLC25A31 (Q9H0C2) 
TST (Q16762) TPM1 (P09493) NDUFS3 (O75489) YWHAB (P31946)   SSUH2 (Q9Y2M2) 

HSPA8 (P11142) GSTA4 (O15217) NSF (P46459) HSPD1 (P10809)     
TTC38 (Q5R3I4)     MDH2 (P40926)     

HSPA4L (O95757)     AHCY (P23526)     
MAP1S (Q66K74)     CAPN2 (P17655)     

GSN (P06396)     RAB3A (P20336)     
ST13 (P50502)     PDHB (P11177)     
GPI (P06744)     OGDH (Q02218)     

GNB4 (Q9HAV0)     EML2 (O95834)     
AHSA1 (O95433)     CBR1 (P16152)     
PFN1 (P07737)     PPP3CB (P16298)     
NCS1 (P62166)     BFSP2 (Q13515)     
DBNL (Q9UJU6)     MSN (P26038)     
SARS (P49591)     RDX (P35241)     

SUCLA2 (Q9P2R7)     DLD (P09622)     
REEP5 (Q00765)     VWA5A (O00534)     

CAPNS1 (P04632)     PYGM (P11217)     
ARL8A (Q96BM9)     NFS1 (Q9Y697)     

      CSTB (P04080)     
      ATP1A3 (P13637)     
      SUCLA2 (Q9P2R7)     
      OGDHL (Q9ULD0)     
      ATP6V1E1 (P36543)     
      PDHA1 (P08559)     
      HSPA9 (P38646)     
      LLGL2 (Q6P1M3)     
      SUCLG1 (P53597)     
      SPTB (P11277)     
      SOD1 (P00441)     
      HSP90AA1 (P07900)     
      AMT (P48728)     
      GNAQ (P50148)     
      HSPA4L (O95757)     
      FH (P07954)     
      NDUFV1 (P49821)     
      VCP (P55072)     
      SDHD (O14521)     
      MAP1S (Q66K74)     
      CDC37 (Q16543)     
      BLOC1S6 (Q9UL45)     
      COL1A2 (P08123)     
      LASP1 (Q14847)     
      IDH2 (P48735)     
      PRDX2 (P32119)     
      PARK7 (Q99497)     
      ACAT1 (P24752)     
      PPIA (P62937)     
      SERPINB1 (P30740)     
      CAPSL (Q8WWF8)     
      UQCRFS1 (P47985)     
      SCCPDH (Q8NBX0)     
      ATP5C1 (P36542)     
      SDHA (P31040)     
      GPI (P06744)     
      CCT6A (P40227)     
      PPP2R1A (P30153)     
      TCP1 (P17987)     
      PFN1 (P07737)     
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      IDH3A (P50213)     
      STXBP1 (P61764)     
      ADD1 (P35611)     
      NCS1 (P62166)     
      ANXA2 (P07355)     
      CALR (P27797)     
      DBNL (Q9UJU6)     
      YWHAE (P62258)     
      EIF5A (P63241)     
      CS (O75390)     
      ANXA13 (P27216)     
      ALDH2 (P05091)     
      EEF2 (P13639)     
      ATP1A2 (P50993)     
      BPNT1 (O95861)     
      MVP (Q14764)     
      ATP1A1 (P05023)     
      YWHAZ (P63104)     
      VDAC2 (P45880)     
      REEP5 (Q00765)     
      CAPNS1 (P04632)     
      MDH1 (P40925)     
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Supplementary Table S3: List of exclusive proteins represented in the Venn diagrams (shown 
in Figure 6b) corresponding to Perseus analysis generated from the samples of SB431542 vs. 
vehicle conditions time by time separately. The proteins involved in a biological pathway 
(Figure 6d) were tagged with different numbers in the table (❶ CXCR4-mediated signaling 
events, ❷ Neurotrophic factor-mediated Trk receptor signaling, ❸ Apoptosis, ❹ Cell-Cell 
communication, ❺ Axon guidance, ❻ Innate Immune System). 

T0h T6h T24h 

Vehicle  Inhibitor  Vehicle  Inhibitor  Vehicle  Inhibitor  
ABHD11 (Q8NFV4) 37500 (Q15019) 51776 (Q9NYL2) AARS (P49588) ANK2 (Q01484) ❺ ACHE (P22303) 

ADAD1 (Q96M93) ACHE (P22303) ACAT1 (P24752) ACTN1 (P12814) DCTN1 (Q14203) AHNAK (Q09666) 

ADPRH (P54922) AHCY (P23526) ACO1 (P21399) AHNAK (Q09666) GCH1 (P30793) FAH (P16930) 

ARPC5L (Q9BPX5) AHCYL1 (O43865) ACTC1 (P68032) AIMP1 (Q12904) GLA (P06280) KIAA1161 (Q6NSJ0) 

CAT (P04040) AKR1A1 (P14550) ACTN3 (Q08043) ❹ ANK3 (Q12955) GMDS (O60547) MGAT5B (Q3V5L5) 
CBR1 (P16152) ANK2 (Q01484) ❺ ADRBK1 (P25098) ❶ ATG3 (Q9NT62) HARS (P12081) NPEPPS (P55786) 

CD9 (P21926) ANK3 (Q12955) ALDH18A1 (P54886) ATP1B1 (P05026) LHPP (Q9H008)   
CDC42 (P60953) 

❶❷❺ ARPC3 (O15145) ANK2 (Q01484) ❺ CAPZB (P47756) MINPP1 (Q9UNW1)   
CHL1 (O00533) ❺ ASAH1 (Q13510) ANPEP (P15144) CDON (Q4KMG0) MVP (Q14764)   

EHD3 (Q9NZN3) ATP1A3 (P13637) ANXA5 (P08758) CLIC4 (Q9Y696) PSMD13 (Q9UNM6) ❸   
ESYT2 (A0FGR8) ATP5J2 (P56134) ANXA7 (P20073) CPVL (Q9H3G5) PTPRN (Q16849)   

FH (P07954) CAPZA1 (P52907) ❻ APRT (P07741) CRYBG3 (Q68DQ2) PYCR1 (P32322)   
FLNA (P21333) ❶❹ CAPZB (P47756) AQP4 (P55087) CTSL (P07711)     

HGS (O14964)  ❶ CCT2 (P78371) ARF1 (P84077) DLAT (P10515)     
HSD17B10 (Q99714) CFL2 (Q9Y281) ATP1A1 (P05023) DYNLL2 (Q96FJ2) ❸     

KIF5B (P33176) CNPY4 (Q8N129) ATP1A3 (P13637) ENTPD5 (O75356)     
MATN1 (P21941) CPNE7 (Q9UBL6) ATP1B1 (P05026) FAH (P16930)     

MIF (P14174) CRYZ (Q08257) ATP2B2 (Q01814) FKBP1A (P62942) ❶     
NSF (P46459) CST4 (P01036) ATP5H (O75947) FLNC (Q14315)     

PCK2 (Q16822) CTSL (P07711) ATP6V1A (P38606) GLUD2 (P49448)     
PRKCSH (P14314) ❻ DCTN1 (Q14203) ATP6V1G1 (O75348) GLUL (P15104)     

QDPR (P09417) DHX9 (Q08211) BPNT1 (O95861) GNAQ (P50148)     
SYNE1 (Q8NF91) DPYS (Q14117) CALR (P27797) HMOX2 (P30519)     

TUBA4A (P68366) DPYSL4 (O14531) ❺ CAPN3 (P20807) HSPA12B (Q96MM6)     
  ECE1 (P42892) CAPN5 (O15484) KLHDC8A (Q8IYD2)     
  FKBP1A (P62942) ❶ CAPZA1 (P52907) ❻ LASP1 (Q14847)     
  GLA (P06280) CHP1 (Q99653) ❶ LGR5 (O75473)     
  GLUL (P15104) CNTN1 (Q12860) ❺ MAP1S (Q66K74)     
  GMDS (O60547) COL6A3 (P12111) MINPP1 (Q9UNW1)     
  GPT2 (Q8TD30) COL6A5 (A8TX70) MYH3 (P11055)     
  HSPA12B (Q96MM6) COX4I1 (P13073) NDUFS7 (O75251)     
  HYOU1 (Q9Y4L1) CPNE2 (Q96FN4) NID1 (P14543)     
  KIAA1161 (Q6NSJ0) CPNE6 (O95741) NSF (P46459)     
  KLC2 (Q9H0B6) CPNE7 (Q9UBL6) OTOF (Q9HC10)     
  LAP3 (P28838) DBNL (Q9UJU6) ❶❸ P4HB (P07237)     
  LRP2 (P98164) DCTN3 (O75935) PDXK (O00764)     
  MINPP1 (Q9UNW1) DLAT (P10515) PIN4 (Q9Y237)     
  MTHFD2L (Q9H903) DYNC1H1 (Q14204) PIP4K2A (P48426)     
  MVP (Q14764) EHD1 (Q9H4M9) PREP (P48147)     
  NDUFA10 (O95299) EHD3 (Q9NZN3) PRTFDC1 (Q9NRG1)     
  NDUFS2 (O75306) FLNB (O75369) PSMB1 (P20618) ❸     
  NDUFS7 (O75251) FLOT1 (O75955) PSMB5 (P28074) ❸     
  OAT (P04181) GBE1 (Q04446) PSMB8 (P28062) ❸     
  PAFAH1B2 (P68402) GCAT (O75600) PSMD7 (P51665) ❸     
  PCK2 (Q16822) GCH1 (P30793) PTGES3 (Q15185)     
  PLEC (Q15149) ❸ GCLC (P48506) RAB35 (Q15286)     
  PMPCB (O75439) GDI1 (P31150) RPLP0 (P05388)     
  PPP2CA (P67775) GNB2L1 (P63244) ❶ RPS14 (P62263)     
  PSMA6 (P60900) ❸ GNGT1 (P63211) RRAS2 (P62070)     
  PSMA8 (Q8TAA3) ❸ GRIA1 (P42261) SBSPON (Q8IVN8)     
  PSMD2 (Q13200) ❸ HARS (P12081) SDHD (O14521)     
  PSMF1 (Q92530) ❸ HECTD3 (Q5T447) SEPHS1 (P49903)     
  PTPRN (Q16849) HIRA (P54198) SH3BGR (P55822)     
  RPLP0 (P05388) IMPA1 (P29218) SLC44A1 (Q8WWI5)     
  SAR1B (Q9Y6B6) LRP2 (P98164) SLC44A4 (Q53GD3)     
  SBF2 (Q86WG5) MAP1S (Q66K74) SLC9A3R2 (Q15599)     

  SKI (P12755) 
MAPK14 (Q16539) 

❶❷❹❻ TMSB15A (P0CG35)     
  SYAP1 (Q96A49) NAP1L4 (Q99733) TNS1 (Q9HBL0)     
  TBCA (O75347) NDUFV2 (P19404) TPPP2 (P59282)     
  TFG (Q92734) NID2 (Q14112) UGP2 (Q16851)     
  TMSB15A,B (P0CG35) NPEPPS (P55786) YKT6 (O15498)     
  TPD52 (P55327) NUDC (Q9Y266)       
  VWA7 (Q9Y334) PAICS (P22234)       
    PCK2 (Q16822)       
    PCYT2 (Q99447)       
    PDCD6IP (Q8WUM4)       
    PHYH (O14832)       
    PMM2 (O15305)       
    PNP (P00491)       
    PRKAR2A (P13861)       
    PSMA2 (P25787) ❸       
    PSMA6 (P60900) ❸       
    PTS (Q03393)       
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    PYCR1 (P32322)       
    QARS (P47897)       
    QSOX1 (O00391)       
    RAB1A (P62820)       
    RAB8A (P61006)       

    
RAP1B (P61224) 

❶❷❺       
    RAP2C (Q9Y3L5)       
    SELENBP1 (Q13228)       
    SRI (P30626)       
    STXBP1 (P61764)       
    TBCB (Q99426)       
    TCP1 (P17987)       
    THOP1 (P52888)       
    TNIP2 (Q8NFZ5)       
    TOM1 (O60784)       
    TPRG1L (Q5T0D9)       
    TUBA1A (Q71U36)       
    UBA52 (P62987) ❸❻       
    UBE2L3 (P68036)       
    UGP2 (Q16851)       
    YES1 (P07947) ❶       
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Supplementary Table S4: List of overexpressed proteins identified in specific clusters after 
Perseus analyses (extracted from the three heatmaps shown in Figure 6c) generated from the 
samples of SB431542 vs. vehicle conditions time by time separately. The proteins involved in 
a biological pathway (Figure 6d) were tagged with different numbers in the table (❶ CXCR4-
mediated signaling events, ❷ Neurotrophic factor-mediated Trk receptor signaling, ❸ 
Apoptosis, ❹ Cell-Cell communication, ❺ Axon guidance, ❻ Innate Immune System). 

T0h T6h T24h 

Vehicle  Inhibitor  Vehicle  Inhibitor  Vehicle  Inhibitor  
AMPD3 (Q01432) ADD1 (P35611) ❸ ACSS2 (Q9NR19) BPNT1 (O95861) ACADL (P28330) PPP3CB (P16298) 
CRYBG3 (Q68DQ2) ATP5A1 (P25705) ANK3 (Q12955) C21ORF33 (P30042) CMPK1 (P30085) SSUH2 (Q9Y2M2) 
ENOPH1 (Q9UHY7) BPNT1 (O95861) ANXA13 (P27216) CYCS (P99999) ❸ FLNC (Q14315) ❹ TPM2 (P07951) 
FLNC (Q14315) ❹ C21ORF33 (P30042) BFSP2 (Q13515) GSTA1 (P08263) GYG1 (P46976)   

NARS (O43776) CRYBG3 (Q68DQ2) CALCOCO2 (Q13137) MAP1S (Q66K74) HSPA5 (P11021)   
RAB11A (P62491) EML2 (O95834) CALR (P27797) MYH4 (Q9Y623) HSPA8 (P11142)   
TUBA4A (P68366) FLII (Q13045) CAP1 (Q01518) ❺ PEF1 (Q9UBV8) NTRK2 (Q16620) ❷   
VAT1L (Q9HCJ6) GNAQ (P50148) CS (O75390) SCCPDH (Q8NBX0) PCYT2 (Q99447)   

XPNPEP1 (Q9NQW7) HSPD1 (P10809) EHD1 (Q9H4M9) SDHD (O14521) PDHA1 (P08559)   
LCP1 (P13796) MVP (Q14764) ENTPD1 (P49961) WDR1 (O75083) YWHAZ (P63104) ❷   

CLYBL (Q8N0X4) NDUFS1 (P28331) FH (P07954) YWHAZ (P63104) ❷     
  NEFL (P07196) FLII (Q13045)       
  OGDHL (Q9ULD0) FSCN1 (Q16658)       
  PGK2 (P07205) GNAO1 (P09471) ❶       
  PIP4K2A (P48426) GPI (P06744)       
  PPP3CB (P16298) HSPA5 (P11021)       
  PYGB (P11216) HSPB1 (P04792)       
  RPS23 (P62266) HSPD1 (P10809)       
  RSPH1 (Q8WYR4) MDH2 (P40926)       
  SDHD (O14521) NARS (O43776)       
  SPTBN1 (Q01082) ❺ NDUFS3 (O75489)       
  SUCLA2 (Q9P2R7) NTRK2 (Q16620)  ❷       
  SUCLG1 (P53597) PFKL (P17858)       
  UQCRFS1 (P47985) PKM (P14618)       
  YWHAQ (P27348) ❷ PKN1 (Q16512)       
    PRDX2 (P32119)       
    SDHA (P31040)       
    SUCLA2 (Q9P2R7)       
    TPM1 (P09493)       
    TPT1 (P13693)       
    TSPAN1 (O60635)       
    VWA5A (O00534)       
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Supplementary Table S5: List of exosome-related proteins identified into “Exosomes” GO 
category generated with exclusive (venn diagrams) and overexpressed proteins (heatmaps) 
from the samples of SB431542 vs. vehicle conditions time by time separately (shown in Figure 
6e). 

T0 T6 h T24 h 

Vehicle Inhibitor Vehicle Inhibitor Vehicle Inhibitor 
RAB11A (P62491) PYGB (P11216) EHD1 (Q9H4M9) PEF1 (Q9UBV8) CMPK1 (P30085) AHNAK (Q09666) 
NARS (O43776) ATP5A1 (P25705) FSCN1 (Q16658) WDR1 (O75083) HSPA8 (P11142) FAH (P16930) 
FLNC (Q14315) SPTBN1 (Q01082) HSPD1 (P10809) GSTA1 (P08263) HSPA5 (P11021) NPEPPS (P55786) 

TUBA4A (P68366) HSPD1 (P10809) TSPAN1 (O60635) YWHAZ (P63104) FLNC (Q14315)  
LCP1 (P13796) GNAQ (P50148) HSPB1 (P04792) SLC44A4 (Q53GD3) YWHAZ (P63104)  
FH (P07954) YWHAQ (P27348) HSPA5 (P11021) PSMB8 (P28062) MVP (Q14764)  

FLNA (P21333) SUCLA2 (Q9P2R7) FH (P07954) AHNAK (Q09666) GMDS (O60547)  
HGS (O14964) MVP (Q14764) ENTPD1 (P49961) PSMB1 (P20618) PSMD13 (Q9UNM6)  

SYNE1 (Q8NF91) AHCYL1 (O43865) NARS (O43776) CPVL (Q9H3G5)   
CDC42 (P60953) CRYZ (Q08257) MDH2 (P40926) UGP2 (Q16851)   
EHD3 (Q9NZN3) CST4 (P01036) PFKL (P17858) NID1 (P14543)   

CD9 (P21926) ARPC3 (O15145) PRDX2 (P32119) CAPZB (P47756)   
CBR1 (P16152) SYAP1 (Q96A49) CAP1 (Q01518) GNAQ (P50148)   

ARPC5L (Q9BPX5) AHCY (P23526) GPI (P06744) GLUL (P15104)   
HSD17B10 (Q99714) PSMA6 (P60900) CALR (P27797) FLNC (Q14315)   

QDPR (P09417) DPYS (Q14117) PKM (P14618) MYH3 (P11055)   
MIF (P14174) ASAH1 (Q13510) SUCLA2 (Q9P2R7) AARS (P49588)   

  CFL2 (Q9Y281) CS (O75390) PDXK (O00764)   
  PLEC (Q15149) ANXA13 (P27216) ATP1B1 (P05026)   
  CCT2 (P78371) TPM1 (P09493) RAB35 (Q15286)   
  SEPT2 (Q15019) COL6A3 (P12111) RPS14 (P62263)   
  CAPZB (P47756) PRKAR2A (P13861) PSMB5 (P28074)   
  AKR1A1 (P14550) ANXA7 (P20073) FAH (P16930)   
  LRP2 (P98164) DBNL (Q9UJU6) FKBP1A (P62942)   
  HYOU1 (Q9Y4L1) ATP1B1 (P05026) RPLP0 (P05388)   
  ATP1A3 (P13637) ANPEP (P15144) SLC44A1 (Q8WWI5)   
  GMDS (O60547) TOM1 (O60784) PSMD7 (P51665)   
  CAPZA1 (P52907) UGP2 (Q16851) SLC9A3R2 (Q15599)   
  FKBP1A (P62942) PNP (P00491) RRAS2 (P62070)   
  TBCA (O75347) GNB2L1 (P63244) CLIC4 (Q9Y696)   
  RPLP0 (P05388) RAP2C (Q9Y3L5) P4HB (P07237)   
  PPP2CA (P67775) SELENBP1 (Q13228) ACTN1 (P12814)   
  ECE1 (P42892) PSMA6 (P60900)    
  PAFAH1B2 (P68402) RAP1B (P61224)    
  DHX9 (Q08211) HIRA (P54198)    
  LAP3 (P28838) PAICS (P22234)    
  PSMD2 (Q13200) ATP2B2 (Q01814)    
  GLUL (P15104) TCP1 (P17987)    
   FLOT1 (O75955)    
   UBA52 (P62987)    
   RAB1A (P62820)    
   ATP1A1 (P05023)    
   ATP1A3 (P13637)    
   EHD3 (Q9NZN3)    
   ACTC1 (P68032)    
   TPRG1L (Q5T0D9)    
   LRP2 (P98164)    
   ANXA5 (P08758)    
   FLNB (O75369)    
   PDCD6IP (Q8WUM4)    
   APRT (P07741)    
   RAB8A (P61006)    
   CHP1 (Q99653)    
   GBE1 (Q04446)    
   ATP6V1A (P38606)    
   STXBP1 (P61764)    
   COX4I1 (P13073)    
   ATP6V1G1 (O75348)    
   ARF1 (P84077)    
   ACAT1 (P24752)    
   CAPZA1 (P52907)    
   QSOX1 (O00391)    
   TUBA1A (Q71U36)    
   NPEPPS (P55786)    
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   PSMA2 (P25787)    
   CAPN5 (O15484)    
   NAP1L4 (Q99733)    
   ACO1 (P21399)    
   YES1 (P07947)    
   DYNC1H1 (Q14204)    
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Conclusion de la partie I 
 

 
Nous avons démontré par ces deux études qu’un dialogue s’établit entre les microglies et les 

neurones chez notre modèle invertébré en partie par la production de VEs. Les résultats de la 

publication 1 montrent qu’au moins les cellules microgliales produisent des VEs. En effet, les 

premiers résultats montrent à l’aide du marqueur HmAlix que des VEs sont présentes dans la 

chaine nerveuse. Toutefois, il ne nous permet pas de discriminer l’origine cellulaire de ces VEs. 

C’est pourquoi l’utilisation du marqueur glial, la gliarine, a montré l’origine microgliale de VEs 

et leur capacité à interagir fortement avec les neurones. Les résultats de cette étude montrent 

également que des VEs libérées par les microglies vont communiquer avec les neurones lésés 

afin de favoriser la croissance neuritique, en utilisant des mécanismes moléculaires conservés 

au cours de l’évolution. Cette étude a suggéré qu’un membre de la famille du TGF-b puisse 

intervenir dans ce dialogue. Les résultats de la publication 2 ont montré que les cellules 

microgliales et les neurones utilisent entre autre la voie de signalisation ALK4/5 afin de 

communiquer lors d’une lésion et que des VEs sont massivement produites et accumulées à 

la lésion, ce qui démontre qu’il s’agit d’un mécanisme clé dans la réponse à la lésion. 

 
Toutefois, la caractérisation plus précise des contenus vésiculaires permettrait de mettre en 

évidence des molécules ayant un intérêt dans la neuroprotection. Il est établi que les VEs 

peuvent contenir de nombreuses molécules comme des protéines, des lipides mais aussi des 

acides nucléiques tels que de l’ADN ou des ARNs. Les analyses ultérieures vont donc se 

concentrer sur l’analyse des composés contenus dans les VEs dans le but de mieux 

comprendre par quels messages moléculaires les cellules microgliales peuvent influencer le 

phénomène de régénération axonale dépendamment de leurs VEs. 

 
En parallèle du travail de Thèse réalisé par Tanina Arab au laboratoire, je me suis intéressé 

aux méthodes d’isolement des VEs dans le but de les discriminer des molécules libres ou 

agrégées pouvant être co-isolées et donc considérées comme contaminants potentiels. J’ai 

donc développé conjointement avec Tanina des approches de validations protéomiques non 

ciblées et à grande échelle afin de certifier l’isolement des VEs à partir de cultures primaires 

de microglie et mieux comprendre leurs éventuelles fonctions biologiques. 
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Partie II 
 

Développement de méthodes 
d’isolement des VEs  

et  
caractérisation protéomique à grande 

échelle 
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Introduction de la partie II 
 

Depuis la mise en évidence de la production de Vésicules Extracellulaires par de nombreux 

types cellulaires, le nombre de publications portant sur leurs fonctions biologiques n’a cessé 

d’augmenter. La société internationale pour les vésicules extracellulaires (ou ISEV) s'emploie 

à améliorer les différents aspects de leur étude, notamment la nomenclature, les applications 

et la purification des VEs, comme indiqué récemment dans les prises de position de la société 

ISEV [125,126]. Dans tous les cas, que ce soit pour caractériser les contenus de ces cargos 

moléculaires (protéines, lipides, acides nucléiques) ou pour évaluer leurs effets biologiques 

globaux après isolement, il est crucial de maitriser et respecter un ensemble de critères 

méthodologiques. Ceci signifie d’abord une contamination minimale voire marginale de 

molécules aspécifiques pouvant être co-isolées telles que les protéines des membranes 

d'organelles ou bien des protéines cellulaires en agrégats. Dans notre démarche, il est 

important d’adapter les protocoles d’isolement des VEs afin de ne pas enrichir ces 

contaminants biologiques mais aussi les autres contaminants issus de l’utilisation d’agents 

chimiques. En effet, des études ont mis en évidence que l’utilisation de kit commerciaux 

pouvait causer la présence de co-isolats et/ou de traces d’agents chimiques avec les VEs 

[132,212]. La technique d’isolement que nous avons utilisée dans un premier temps repose 

sur l’ultracentrifugation (UC). Cette approche, utilisée seule, est encore aujourd’hui largement 

préférée dans les publications pour isoler les VEs. Mais, le fait que de nombreux contaminants 

soient co-isolés avec les VEs représente une limite sérieuse à l’utilisation de l’UC uniquement. 

Une étape supplémentaire de lavage du culot vésiculaire pourrait être entreprise. Mais, cette 

étape de lavage qui augmente la pureté des VEs de l’échantillon va aussi engendrer une perte 

importante. Conscients de ces différents points, nous avons décidé au laboratoire de coupler 

l’UC à une nouvelle étape de nettoyage du culot vésiculaire, soit par gradient de densité 

Optiprep™ (ODG), soit par chromatographie d’exclusion stérique (SEC). Les fractions isolées 

ont également systématiquement bénéficié d’analyses non ciblées et à grande échelle des 

contenus protéiques permettant à la fois de valider la présence d’une grande diversité de 

marqueurs spécifiques de VEs et de détecter de nombreuses protéines potentiellement 

responsables des fonctions biologiques. Il est important de garder à l’esprit que le contenu 

protéique des VEs dépendra de leur origine cellulaire et qu’il témoignera également des 

phénotypes fonctionnels dans lesquelles sont engagées ces cellules. L’analyse du cargo 
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protéique est donc nécessaire afin de pouvoir corréler les protéines identifiées aux effets 

morphologiques observés.  

La seconde partie thématique de ma thèse porte sur le développement de méthodes 

d’isolement des VEs et de leur analyse protéomique ultérieure. J’ai conjointement utilisé avec 

Tanina Arab une approche non ciblée couplant la chromatographie liquide de type nano (nLC) 

et la spectrométrie de masse MS/MS (nLC-MS/MS) afin de rechercher dans les fractions 

d’isolement la plus grande diversité de marqueurs pour les VEs et ainsi certifier l’efficacité de 

leur isolement à partir d’une culture primaire de microglie de sangsue.  

La première étude à laquelle j’ai participé plus modestement a consisté à comparer l’ajout ou 

non d’une étape supplémentaire d’isolement par gradient de densité d’Optiprep™ après 

l’obtention de culots vésiculaires d’ultracentrifugation. Pour cela, les protéines issues des 

fractions positives et négatives en VEs ont toutes été caractérisées par nLC-MS/MS 

(Publication 3). Le second objectif a porté sur la mise au point de la technique d’isolement des 

VEs par l’ultracentrifugation couplée à la chromatographie d’exclusion stérique, en utilisant 

comme précédemment la validation par analyse protéomique à grande échelle. De plus, ce 

travail a aussi consisté à observer l’effet de VEs microgliales et macrophagiques isolées, 

respectivement sur la croissance neuritique et l’invasion gliomale. Cette publication 4 fait 

l’objet d’une présentation méthodologique sous forme de manuscrit mais aussi par la 

production d’une histoire filmée (Journal of Visualized Experiments). 
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Proteomic characterisation of leech microglia extracellular 
vesicles (EVs): comparison between differential 
ultracentrifugation and Optiprep™ density gradient isolation. 
 
Tanina Arab, Antonella Raffo-Romero, Christelle Van Camp, Quentin 
Lemaire, Françoise Le Marrec-Croq, Francesco Drago, Soulaimane 
Aboulouard, Christian Slomianny, Anne-Sophie Lacoste, Isabelle 
Guigon, Hélène Touzet, Michel Salzet, Isabelle Fournier, Christophe 
Lefebvre, Jacopo Vizioli, Pierre-Eric Sautière. 
 
J Extracell Vesicles. 2019 Apr 23;8(1):1603048.  
doi: 10.1080/20013078.2019.1603048. 
 

Résumé 
 
Dans cette étude menée par Tanina Arab, nous avons comparé l’isolement des VEs par la 

méthode de l’UC seule ou suivie d’un gradient de densité d’Optiprep™ (UC-ODG). L’efficacité 

de ces deux protocoles a été évaluée par rapport au nombre de particules récoltées et surtout 

par la caractérisation des protéines présentes dans les différentes fractions. Les analyses 

réalisées avec la technologie NTA (pour Nanoparticle Tracking Analysis) montrent que le 

nombre de particules récoltées lors de la procédure utilisant l’UC-ODG est largement inférieur 

à celui obtenu lors de la procédure utilisant seulement l’UC.  

Après avoir fait l’objet d’une analyse par MET, ces deux procédures ont montré la détection 

de VEs. Elles ont naturellement été détectées dans le culot d’ultracentrifugation dans un 

premier temps. Dans la procédure bénéficiant d’un gradient de densité d’Optiprep™ après 

l’UC, les VEs ont été observées dans les fractions Optiprep™ ayant révélé précédemment avec 

la technologie NTA un nombre significatif de nanoparticules. Les tailles des VEs sont comprises 

majoritairement entre 50 et 200 nm bien que certaines aillent jusqu'à 500 nm. Dans les deux 

procédures d’isolement, il a été parfois observé des VEs sous forme d’agrégats.   

Les analyses protéomiques réalisées par nLC-MS/MS sur les VEs isolées par les deux méthodes 

ont identifié 354 protéines avec la procédure d’ultracentrifugation et 776 protéines avec la 

procédure utilisant UC-ODG. Si les protéines identifiées entre ces deux conditions sont 

comparées, 242 d’entre elles sont communes. De plus, la comparaison des fractions 

Optiprep™ entre-elles montre que la majorité des protéines identifiées se trouve dans les 
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fractions F4, F5 et F6 avec respectivement 479, 401 et 530 protéines. Ces fractions sont celles 

qui montrent le plus de particules en NTA et en MET, ce qui confirme les résultats obtenus 

auparavant.  

Afin de déterminer si les protéines identifiées sont bien associées aux VEs, nous avons 

comparé les signatures protéiques des deux procédures avec les 100 marqueurs protéiques 

les plus représentés dans les VEs (ExoCarta). Cette analyse révèle que 29 protéines sur 100 

sont retrouvées dans la procédure utilisant l’ultracentrifugation alors que 64 protéines sur 

100 sont retrouvées dans les fractions F4, F5 et F6 de la procédure utilisant le gradient de 

densité d’Optiprep™. Ces analyses montrent ainsi que l’ajout d’une étape supplémentaire 

utilisant une UC suivie d’un gradient de densité d’Optiprep™ augmente le nombre de 

marqueurs de VEs détectés. Mais, l’augmentation de l’identification de ces protéines 

associées aux VEs dans la procédure utilisant l’UC-ODG ne  certifie pas pour autant de 

l’absence de protéines dites « contaminantes ». Pour cela, nous avons comparé les protéines 

identifiées dans les extraits vésiculaires issus des deux procédures en termes de localisation 

cellulaire et d’ontologie des gènes (GO term). Les analyses révèlent une augmentation du 

nombre de molécules impliquées dans le terme « exosomes extracellulaires », passant de 57,1 

%  dans la procédure utilisant l’UC seule à 62,4 % dans la procédure utilisant l’UC suivie du 

gradient de densité d’Optiprep™. L’analyse des localisations cellulaires permettant de nous 

renseigner sur la présence de protéines « contaminantes » révèle une diminution des 

protéines associées aux mitochondries, à l’appareil de golgi ou au réticulum endoplasmique 

lorsque la procédure utilise le gradient de densité d’Optiprep™. Ceci montre donc un bénéfice 

qualitatif dans l’isolement des VEs par l’ajout de cette étape. 

Enfin, à l’image de nos études précédentes, nous avons souhaité illustrer la conservation des 

propriétés biologiques des VEs microgliales par une série de tests de croissance neuritique sur 

une culture primaire de neurones de sangsue. Nous n’avons pas effectué ces tests avec les 

VEs isolées par la procédure d’UC seule en raison de la présence de protéines contaminantes 

susceptibles d'interférer dans les résultats. En revanche, nous souhaitions vérifier que 

l’isolement plus sélectif de VEs microgliales par la procédure utilisant l’UC couplée au gradient 

de densité d’Optiprep™ permettait de conserver les capacités naturelles d’interaction avec les 

neurones. Les résultats ont révélé que la présence des VEs déclenche un effet positif 

significatif sur la croissance de neurites in vitro, ce qui est de notre point de vue la validation 

d’une première étape vers l’utilisation plus étendue des VEs du système nerveux.
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Supplementary Figure S2. Gene Ontology analysis of interactions between selected identified 

protein in ODG EV-rich fractions by FunRich software. Network shows interactions (blue lines) 

between gene of identified proteins from string database (red) and software-added genes (green) 

of proteins generally involved in these interactions in mammals. 
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Characterization of immune cell-derived extracellular 
vesicles: functional impact on cell environment. 
 

Quentin Lemaire, Marie Duhamel, Antonella Raffo-Romero, Michel 
Salzet, Christophe Lefebvre 
 
Article soumis à Journal of Visualized Experiments (JoVE) le 11 avril 2019, 
resoumis après demande de révisions le 31 mai 
 

Résumé 
 
Dans cette étude, nous avons souhaité établir les bases méthodologiques d’une seconde 

approche permettant l’isolement de VEs à partir de cellules microgliales ou de macrophages. 

A partir de cultures primaires de cellules microgliales de sangsue, nous avions préalablement 

constaté que le couplage de  l’UC à la chromatographie d’exclusion stérique (SEC) permettait 

d’isoler davantage de nanoparticules que la méthode UC-ODG. Sans pour autant comparer de 

façon approfondie les deux approches UC-ODG et UC-SEC, le rendement légèrement plus 

important mais aussi la rapidité de réalisation de la procédure UC-SEC ont suscité notre 

intérêt. Afin de présenter les bienfaits de cette démarche expérimentale dans un article de 

vulgarisation, nous l’avons développée à partir de cultures primaires de microglie et de 

macrophage de rat et nous y avons proposé une étape de validation systématique par analyse 

protéomique non ciblée et à grande échelle. Les expériences présentées à titre d’exemple 

dans ce manuscrit, pour démontrer l’intérêt de cette approche, ont concerné l’analyse des 

VEs d’origine microgliale de rat et non d’origine macrophagique. Les macrophages ont été 

uniquement utilisés pour montrer l’efficacité biologique de leurs VEs dans un contexte de 

dialogue avec des cellules gliomales, ce qui supporte l’idée qu’une réponse immunitaire soit 

médiée par les VEs. 

Sur un plan méthodologique, les culots obtenus par UC et qui renferment les VEs sont repris 

en solution puis déposés sur une colonne SEC contenant une phase stationnaire de sepharose 

2B. L’élution des produits est effectuée dans 20 fractions successives de 250 µL. Chaque 

fraction SEC est ensuite analysée par NTA de façon à suggérer les zones d’élution vésiculaires. 

Les résultats montrent un enrichissement en nombre de nanoparticules dans 3 fractions 

consécutives (F5, F6 et F7) comparées aux précédentes (F1-F4) et aux suivantes (F8-F20). Cette 
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séparation n'empêche pas la possibilité que les fractions F1-F4 et F8-F20 puissent renfermer 

une faible concentration de VEs, ni même que les fractions potentiellement riches en VEs (F5-

F7) puissent contenir des molécules contaminantes. Pour évaluer si des molécules libres 

peuvent être co-isolées dans les fractions F5, F6 et F7 riches en VEs, nous avons renouvelé la 

même expérience en ajoutant des standards peptidiques à un culot de VEs issu de l’étape 

d’ultracentrifugation. Cette préparation a été de nouveau séparée en utilisant la procédure 

SEC et chaque fraction a été analysée par spectrométrie de masse MALDI (pour Matrix 

Assisted Laser Desorption Ionisation) afin de détecter les fractions SEC dans lesquelles les 

standards connus ont été élués. En raison de la gamme de masse, seuls les produits ionisés 

des standards peptidiques ont été suivis dans cette analyse. Les résultats ont montré que ces 

produits étaient détectables dans les fractions F10 à F20, ce qui suggère que de telles 

protéines solubles issues de l’échantillon biologique seraient éluées dans les mêmes fractions 

(F10-F20), en dehors de celles qui sont spécifiques aux VEs (F5-F7). Ces résultats ont confirmé 

l'intérêt de ce couplage UC-SEC pour l’isolement des VEs vis-à-vis des composés non 

vésiculaires.  

En respectant le comptage de nanoparticules obtenu par NTA, les expériences suivantes ont 

utilisé les fractions SEC selon trois pools d’échantillons de façon à d’abord réduire la durée des 

analyses moléculaires et simplifier ensuite le nombre d’échantillons pour les études 

fonctionnelles in vitro. Ce regroupement a également été justifié par la difficulté à détecter le 

plus efficacement possible les composés moléculaires issus de chaque fraction SEC 

indépendante en raison de leur faible concentration. Les fractions F1 à F4 ont été regroupées 

en un échantillon appelé 1F-EV-, les fractions F5-F7 ont été regroupées en 2F-EV+ et les 

fractions F8-F20 en 3F-EV-. Les analyses préliminaires de ces 3 échantillons par western-blot 

ont permis de mettre en évidence la présence d’un marqueur vésiculaire, la molécule HSP-90 

dans 2F-EV+ alors qu’il est absent dans 1F-EV- et 3F-EV-. Pour vérifier l'isolement des VEs, les 

trois échantillons ont été observés en microscopie électronique. Seul l’échantillon 2F-EV+ a 

permis l'observation de VEs dans une gamme de taille comprise entre 100 et 400 nm. Les deux 

autres échantillons n’ont pas permis d’observer de VEs (non présenté). 

Ensuite, je me suis intéressé aux contenus protéiques des trois échantillons grâce à une 

analyse protéomique par nLC-MS/MS. Les résultats ont permis d’identifier des protéines dans 

les 3 échantillons 1F-EV-, 2F-EV+ et 3F-EV- avec 19, 541 et 124 protéines respectivement. La 

majorité des protéines identifiées se trouve donc dans 2F-EV+. En fonction de l’identité de 
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chaque molécule, il a été possible de définir les signatures protéiques exclusives à chaque 

échantillon ainsi que les signatures communes entre 1F-EV- et 2F-EV+, et entre 2F-EV+ et 3F-

EV-. Concernant les signatures communes, 19 protéines sont partagées par 1F-EV- et 2F-EV+ 

et 113 protéines sont partagées par 2F-EV+ et 3F-EV-. Notre approche protéomique permet 

d’établir une quantification relative de chaque molécule entre les échantillons. Les résultats 

montrent que les protéines communes entre 1F-EV- et 2F-EV+ sont toutes surreprésentées 

dans 2F-EV+ et que les protéines communes entre 2F-EV+ et 3F-EV- sont très majoritairement 

surreprésentées dans 2F-EV+ (108/113 protéines). Seules 5 protéines communes sont plus 

abondantes dans 3F-EV-. Dans le but de déterminer si les protéines identifiées sont bien 

connues pour être associées aux VEs, nous avons d’abord, dans chaque échantillon 

indépendant, cumulé les signatures protéiques exclusives avec les protéines communes à 

l’autre échantillon mais uniquement celles qui sont surreprésentées. En d’autres termes, cela 

signifie dans cette expérience que l’échantillon 1F-EV- ne contient aucune molécule (ni 

exclusivité ni surreprésentation), que 2F-EV+ en contient 536 (428 exclusives et 108 

surreprésentées par rapport à 3F-EV-) et enfin que 3F-EV- en contient 16 (11 exclusives et 5 

surreprésentées par rapport à 2F-EV+). Ensuite, ces signatures ont été comparées au top 100 

de la banque protéique ExoCarta qui référencie les 100 protéines les plus identifiées dans les 

VEs selon la littérature. Ainsi, en analysant les 536 protéines de l’échantillon 2F-EV+, les 

résultats ont montré la présence de 86 des 100 protéines les plus référencées dans ExoCarta. 

Il est intéressant de noter qu’aucune protéine de ce top 100 n’a été identifiée dans les 16 

protéines de l’échantillon 3F-EV-. Cette approche permet ainsi de façon très robuste de valider 

l’utilisation de nos échantillons en tant que vésicules extracellulaires. La question d’un choix 

arbitraire de quelques anticorps dirigés contre des marqueurs vésiculaires est remplacée par 

une analyse exhaustive des signatures protéiques. Enfin, la prédiction des interactions 

protéiques et leur association à des processus biologiques permettent d’appréhender des 

fonctions probables de nos extraits de VEs. Les résultats ont suggéré la présence dans la 

fraction 2F-EV+ de médiateurs immunitaires (21%), de protéines impliquées dans le contrôle 

de la réponse inflammatoire (4,1%). Les protéines identifiées en 2F-EV+ ont également été 

associées au développement neuronal (16,8%), à la différenciation neuronale (5%) et au 

contrôle de la mort neuronale (3,8%). Ces prédictions de voies biologiques vont de pair avec 

la capacité des cellules microgliales à interagir avec l’environnement neuronal. Afin d’illustrer 

là encore le rôle important des VEs dans une telle communication, les fonctions 
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neurotrophiques des VEs dérivées de la microglie de rat ont été étudiées sur la croissance 

neuritique de neurones primaires de rat. Les VEs isolées par cette méthode présentent un 

effet positif sur la croissance neuritique. Dans un autre contexte visant à montrer le rôle 

immunitaire supporté par les VEs, nous avons également étudié les effets de VEs dérivées 

d’une culture primaire de macrophages en présence de cellules tumorales gliomales. Les 

résultats montrent que les VEs dérivées des macrophages réduisent à elles seules de manière 

significative l’invasion des cellules tumorales. Ce résultat suggère que les macrophages 

peuvent produire des VEs contenant des facteurs anti-tumoraux et/ou anti-invasifs affectant 

la croissance du gliome. Cette publication, une fois filmée, aura pour objectif de proposer une 

méthodologie expérimentale permettant de mieux comprendre les fonctions immunitaires 

portées par les vésicules extracellulaires d’origine microgliale et/ou macrophagique dans 

divers contextes pathologiques du système nerveux. 

Les passages de texte surlignés en jaune dans ce manuscrit constituent les étapes 

expérimentales susceptibles d’être filmées par les équipes de production de Journal of 

Visualized Experiments. 
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Formvar-carbon coated copper grids Agar scientific Ltd AGS162-3

Glucose Sigma-Aldrich G8769 

Glutaraldehyde Sigma-Aldrich 340855

Hoechst 33342 Euromedex 17535-AAT

Idoacetamide Sigma-Aldrich I1149

InstantBlue Coomassie Protein Stain Expedeon ISB1L

Invert light microscope CKX53 Olympus 

L-glutamine Gibco 25030-024

LabTek II 8 wells  Nunc 154534

Laemmli 2X Bio-Rad 1610737

Laminin Corning 354232

MaxQuant software (proteins identification software)

MBT Polish stell Brucker 8268711

MEM 10X Gibco 21090-022

Methylcellulose Sigma-Aldrich M6385-100G

MiliQ water Merck Millipore

Milk Regilait REGILAIT300

Mini PROTEAN Vertical Electrophoresis Cell Bio-Rad 1658000FC

MonoP FPLC column GE Healthcare

Nanosight NS300 Malvern Panalytical NS300

NanoSight NTA software v3.2 Malvern Panalytical

NanoSight syringe pump Malvern Panalytical

Neurobasal Gibco 21103-049

Nitrocellulose membrane GE Healthcare 10600007

Nonidet P-40 Fluka 56741

Nunc multidish 24 wells ThermoFisher 82.1473

Paraformaldehyde Electro microscopy Science 15713

PC-12 cell line ATCC ATCC CRL-1721

Penicillin-Streptomycin Gibco 15140-122

Peptide calibration mix LaserBio Labs C101

Peroxidase AffiniPure Goat Anti-Mouse IgG (H+L) Jackson ImmunoResearch 115-035-003

Perseus software (Processing of identified proteins)

Phalloidin-tetramethylrhodamine conjugate Santa-cruz sc-362065

Phenylmethanesulfonyl fluoride Sigma-Aldrich 78830

Phosphate Buffer Saline Invitrogen 14190094

pluriStrainer M/ 60 µm pluriSelect 43-50060

Poly-D-lysine Sigma-Aldrich P6407

Polycarbonate centrifuge tubes Beckman Coulter 355651

Protease Inhibitor Sigma-Aldrich S8830-20TAB

PureCol Cell Systems 5005

Q-Exactive mass spectrometer ThermoFisher

rapifleX mass spectrometer Brucker

Rat cortical neurons Cell Applications R882N-20

Rat Macrophage & Microglia Culture Medium Cell Applications R620K-100

Rat primary macrophages Cell Applications R8818-10a

Rat primary microglia Lonza RG535

Sepharose CL-2B GE Healthcare 17014001

Sequencing Grade Modified Trypsin Promega V5111

Slide Dustsher 100204

Sodium Chloride Scharlau SO0227

Sodium Dodecyl Sulfate Sigma-Aldrich L3771

Sodium Fluoride Sigma-Aldrich S7920-100G

Sodium hydroxide Scharlab SO0420005P

Sodium pyrophosphate Sigma-Aldrich S6422-100G

SpeedVac Vacuum Concentrator ThermoFisher

String software (functional protein association networks)

SuperSignal West Dura extended Duration Substrate ThermoFisher 34075

Syringe 1.0 mL Terumo 8SS01H1

Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer cell Bio-Rad 1703940

Trifluoroacetic acid Sigma-Aldrich T6508

Tris Interchim UP031657

Tris-Glycine Euromedex EU0550

Tween 20 Sigma-Aldrich P2287

Ultracentrifuge Beckman Coulter A95765

Ultracentrifuge Rotor 70.1 Ti Beckman Coulter 342184

Uranyl acetate Agar Scientific Ltd AGR1260A

Whatman filter paper Sigma-Aldrich WHA10347510

α-Cyano-4-hydroxycinnamic acid Sigma-Aldrich C2020-25G



 

 188 

Conclusion de la partie II 
 

 

Ces deux articles démontrent que les procédures mises en place au laboratoire permettent de 

séparer correctement les VEs vis-à-vis des protéines libres contenues également dans les 

milieux extracellulaires. Cette étape est cruciale afin d’étudier les effets biologiques portés 

par les VEs et identifier les contenus (protéines, lipides, acides nucléiques) qui y contribuent. 

Le couplage de l’ultracentrifugation à une étape supplémentaire soit par un gradient de 

densité d’Optiprep™ (UC-ODG) soit par une chromatographie d’exclusion stérique (UC-SEC) a 

permis d’optimiser qualitativement l’isolement des VEs même s’il est admis que ces 

séparations supplémentaires occasionnent une perte quantitative des VEs isolées.  

 

La stratégie d’une analyse protéomique à grande échelle des fractions obtenues représente 

de mon point de vue une amélioration significative dans le protocole d’isolement des VEs. Ces 

signatures sont non seulement le moyen de vérifier la présence ou non de marqueurs 

vésiculaires mais offrent également l’intérêt d’accéder aux contenus protéiques participant à 

l’impact fonctionnel des VEs exercé sur les cellules receveuses. Enfin, l’analyse des voies 

biologiques dans lesquelles sont impliquées les protéines issues des VEs donnent une 

indication très fine des profils pro- ou anti-inflammatoires développés par les cellules 

microgliales ou les macrophages. Comme ces profils sont directement influencés par 

l’environnement cellulaire, la caractérisation des VEs immunitaires est un indicateur très 

intéressant du contexte physiologique et potentiellement pathologique dont elles sont issues.  

Utilisées comme biomarqueurs ou dans un intérêt plus fondamental, les VEs délivrent des 

messages qu’il est important de déchiffrer. La recherche plus exhaustive et approfondie des 

molécules présentes dans les VEs aidera à mieux comprendre leurs effets.  
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Introduction de la partie III 
 

 
Après avoir contribué au cours de ma thèse à l’ensemble des travaux décrivant la production 

de VEs par les cellules microgliales primaires de sangsue (Publications 1 à 3), j’ai développé 

sur ces mêmes préparations la méthode d’isolement des VEs par couplage de 

l’ultracentrifugation et de la chromatographie d’exclusion stérique (UC-SEC) (Publication 4). 

Dans ce contexte d’optimisation méthodologique, mes travaux de thèse se sont concentrés 

sur la caractérisation des miARNs dans les VEs microgliales. Les VEs contiennent de 

nombreuses molécules comme des protéines, des lipides mais aussi des acides nucléiques 

(ADN, ARN ou miARNs) [12]. Les miARNs sont de petites séquences (18-22 nucléotides) très 

conservées entre les espèces qui vont contrôler de manière post-transcriptionnelle la 

disponibilité d’ARNm cibles pour la traduction de la protéine correspondante. Il est estimé 

chez les mammifères que 50 % des miARNs sont exprimés au niveau du cerveau [184]. Les 

miARNs interviennent dans le cerveau lors de processus physiologiques liés au 

développement, l’homéostasie du SNC, la croissance neuritique mais aussi lors de processus 

pathologiques. Dans le cas de certaines pathologies et plus précisément dans les 

neuropathologies, ces miARNs peuvent être considérés comme des biomarqueurs, des cibles 

thérapeutiques ou des agents thérapeutiques.  

 

Les résultats obtenus lors des études précédentes ont montré que les VEs microgliales ont un 

rôle dans le dialogue entre les cellules microgliales et les neurones chez notre modèle. Il a été 

décidé d’analyser les ARNs contenus dans ces VEs microgliales. Je me suis ici focalisé sur la 

caractérisation des miARNs dans les VEs microgliales (Publication 5). Cette étude s’est 

intéressée tout d’abord à l’isolement et la validation des VEs microgliales. Puis, nous avons 

caractérisé les signatures miARNs et validé leur présence dans les VEs microgliales. Ces 

dernières ont été à nouveau étudiées sur des neurones, cette fois-ci des neurones primaires 

de rat, pour évaluer la conservation de leurs propriétés biologiques. Enfin, à la suite de cette 

étude, des résultats préliminaires ne faisant pas encore partie d’une publication seront 

présentés au sujet de la conservation des 6 miARNs de VEs microgliales de sangsue chez 

d’autres espèces, incluant la microglie de souris, de rat et humaine.  
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Microglia-derived extracellular vesicles : miRNA signatures 
and neuroprotection 
 
Lemaire Quentin, Raffo-Romero Antonella, Arab Tanina, Van Camp 
Christelle, Drago Francesco, Forte Stefano, Gimeno Jean-Pascal, 
Begard Séverine, Colin Morvane, Vizioli Jacopo, Sautière Pierre-Eric, 
Salzet Michel, Lefebvre Christophe 

 

Article en soumission dans Journal of Extracellular Vesicles (JEV)  
 

Résumé 
 

Au cours de cette étude, qui a consacré l’essentiel de mon travail de thèse, nous avons étudié 

la signature des miARNs dans les VEs microgliales chez la sangsue. Une première étape a 

consisté à effectuer par RNAseq une caractérisation des ARNs présents dans les VEs 

microgliales. Afin de développer une approche non ciblée, le milieu conditionné a été collecté 

après une culture primaire de microglie afin d'isoler les VEs après une procédure 

d'ultracentrifugation simple. Cette procédure représentait une première approche consistant 

à proposer - après interrogation dans la banque miRBase - une liste préliminaire de 38 

séquences candidates. En parallèle de cette mise en évidence de séquences candidates, 

l’optimisation de l’isolement des VEs à partir de microglie en culture primaire s’est avéré 

nécessaire. Le développement ainsi que la validation d’une méthode d’isolement par 

l’association de l’ultracentrifugation et d’un gradient de densité OptiprepTM (UC-ODG) ont 

permis d’effectuer les premières expériences sur la vérification des signatures miARNs dans 

les VEs microgliales. Les résultats de comptage de particules obtenus après des analyses NTA 

montrent que 3 fractions UC-ODG (F4, F5 et F6) sont enrichies en nanoparticules comme 

attendu. Dans notre problématique, les miARNs sont dépourvus de queue poly(A) et doivent 

être polyadénylés in vitro avant l'étape de synthèse de l'ADN complémentaire (ADNc) et de 

PCR. Afin de suggérer la nature de miARN parmi les 38 séquences candidates, une expérience 

de contrôle négatif  sans étape de polyadénylation a été réalisée et comparée à la préparation 

normale des extraits (Tailing-RT-PCR). Suite à une amplification PCR réalisée en triplicat 

utilisant des amorces spécifiques, 17 séquences ont été détectées dans les deux conditions, 

révélant ainsi un processus naturel de polyadénylation, tandis que les 21 autres séquences de 
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la taille attendue ont seulement été amplifiées dans l'échantillon polyadénylé in vitro. Ces 

séquences peuvent correspondre à des miARNs, vésiculaires ou libres, mais peuvent aussi 

provenir de séquences d’ARNs dégradés se trouvant dans le matériel co-isolé avec les VEs. 

Afin de nous assurer que les séquences amplifiées sont bien des miARNs d’origine vésiculaire, 

nous avons ajouté une étape de traitement à la RNase A des fractions contenant les VEs 

obtenues après la procédure d’isolement UC-ODG. Cette enzyme ne pourra pas atteindre les 

miARNs contenus dans les VEs et protégés par la double membrane. Une stratégie similaire 

d’ajout de queue poly(A) et d’amplification a été utilisée sur les 21 séquences d’intérêts et a 

révélé l’amplification significative de six miARNs: miR-1860, miR-1705, miR-2284y-6, miR-

146a, miR-858, et miR-7718. Dans le but d’améliorer la robustesse de notre étude, nous avons 

développé la méthode d’isolement associant l’UC à la chromatographie d’exclusion stérique 

(UC-SEC). L’illustration de cette méthode a fait l’objet d’une publication décrite 

précédemment (Publication 4). Dans cette optimisation, les comptages en NTA ont montré 

une augmentation du nombre de particules dans les fractions SEC F5, F6 et F7. Les fractions 

SEC ont ensuite été regroupées en trois nouveaux échantillons nommés : P1-EV- (fractions F1-

F4 SEC), P2-EV+ (fractions F5-F7 SEC) et P3-EV- (fractions F8-F20 SEC). Les analyses par 

Microscopie électronique à Transmission (TEM) ont montré la présence des VEs dans P2-EV+. 

Les images de TEM ont montré des diamètres très hétérogènes allant de 50 nm à 200 nm. Les 

analyses protéomiques des 3 fractions P1-EV-, P2-EV+ et P3-EV- ont également révélé 

l’identification beaucoup plus importante de protéines dans la fraction P2-EV+ contenant les 

VEs. Parmi les protéines exclusives ainsi que celles qui sont surreprésentées dans l'échantillon 

P2-EV+, 29 de ces protéines ont été associées au top 100 des protéines de la base de données 

ExoCarta, qui recense les marqueurs spécifiques présents dans les VEs. Une analyse de ces 

protéines présentes en P2-EV+ par Ontologie des Gènes (GO) a révélé la faible présence de 

signatures liées aux contaminants (appareil de Golgi, lumière du réticulum endoplasmique et 

membrane interne des mitochondries) alors que la grande majorité (70,8%) des signatures 

ont été associées au terme «exosomes extracellulaires». Cela montre l'efficacité de la 

procédure UC-SEC dans l'isolement de VEs microgliales. En ce qui concerne les voies 

biologiques suggérées par l'analyse des signatures protéiques, de nombreux mécanismes 

semblent être impliqués dans la régulation immunitaire (voie IFN-γ, système immunitaire, 

voie de signalisation médiée par les cytokines et événements de signalisation médiés par le 

CXCR4) et la survie neuronale (réseaux de signalisation du VEGF et VEGFR et signalisation du 
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NGF). Après la validation de l'isolement des VEs microgliales par la procédure UC-SEC et par 

le traitement à la RNAse A, les ARNs totaux ont été extraits à partir de la fraction P2-EV+ et 

ont suivi l’ajout de la queue poly(A) et les réactions d’amplifications comme décrit 

précédemment. En utilisant les six amorces spécifiques aux miARNs, cette dernière procédure 

d’isolement a de nouveau permis d’amplifier les six miARNs dans les VEs microgliales: miR-

1860, miR-1705, miR-2284y-6, miR-146a, miR-858 et miR-7718.  

Au cours des publications précédentes (publications 2 et 3), nous avons montré que les VEs 

microgliales ont un impact sur la croissance neuritique. Nous avons effectué ces analyses avec 

des VEs microgliales de sangsue issues de la méthode UC-SEC sur une culture primaire de 

neurones de rats. Les analyses ont révélé une augmentation significative de la croissance des 

neurites en présence de 106 et 107 VEs microgliales par rapport au témoin après 24h de 

traitement. L’effet a été potentialisé après 48h de traitement par 107 VEs. Ensuite, nous avons 

décidé d’étudier les signatures des protéines neuronales en comparant la condition activée 

par les VEs microgliales (106 et 107) à la condition contrôle. Les résultats ont montré qu’en 

présence de VEs microgliales, le pourcentage de protéines neuronales totales est davantage 

associé à des voies biologiques telles que le développement des neurones, le développement 

des dendrites, le guidage des axones ou l'assemblage de filopodium. Les catégories des 

« composants cellulaires » ont été également fortement associées à la projection de 

neurones, au filopodium et au cône de croissance lorsque les neurones sont sous l’influence 

des VEs microgliales.  

Cette méthode UC-SEC a donc permis d’isoler des VEs microgliales ayant conservé tout leur 

potentiel neuroprotecteur que nous pouvons désormais corréler, de près ou de loin, à la 

présence des 6 miARNs identifiés. Cette caractérisation des signatures de miARNs dans les VEs 

de la microglie est une première étape contribuant à proposer des mécanismes de régulation 

conduisant à une meilleure plasticité neuronale. Dans le but de focaliser la croissance 

neuritique observée sur la présence éventuelle de miARNs vésiculaires, une analyse 

prospective des signatures de protéines neuronales a été entreprise entre les neurones 

activés par les VEs microgliales et les neurones naïfs. En effet, les variations du protéome 

neuronal peuvent être le reflet d’une séquestration d’ARNm cibles par des miARNs 

empêchant ainsi leur traduction. Afin de prédire de telles cibles, toutes les protéines 

exclusives ou surreprésentées dans les neurones de la condition contrôle ont été 

sélectionnées. Leurs ARNm correspondants ont été analysés à l'aide de deux programmes 
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indépendants, miRDB et TargetScan, afin de proposer les interactions possibles avec au moins 

l'un des six miARNs. Les résultats ont suggéré que certains ARNm participant à ces signatures 

protéiques puissent être ciblés par les miARNs issus des VEs microgliales. Ces mécanismes 

proposés constituent des perspectives intéressantes à l’étude des 6 miARNs caractérisés dans 

les VEs microgliales. En gardant à l’esprit que les VEs microgliales de sangsue ont exercé un 

effet bénéfique sur les neurones primaires de rat, il s’agira ensuite de rechercher des 

similitudes, incluant les miARNs, dans les VEs produites par les cellules microgliales chez les 

mammifères.
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Résultats préliminaires et perspectives de la partie III 
 

 
Les résultats obtenus dans l’article précédent ont mis en évidence la présence de 6 miARNs 

dans les VEs microgliales de sangsue. En parallèle, la confirmation que de telles VEs sont 

capables d’accélérer la croissance neuritique de neurones primaires de rat a suggéré que des 

mécanismes moléculaires dépendants de ces vésicules extracellulaires puissent être 

évolutivement conservés. C’est pourquoi, une approche translationnelle a consisté à regarder 

si les miARNs identifiés dans les VEs microgliales de sangsue sont conservés dans les VEs 

microgliales issues d’espèces mammifères comme le rat, la souris ou bien l’Homme. Cette 

étude est d’autant plus intéressante qu’elle concerne la présence de miARNs dont la plupart 

n’ont jamais été décrits dans le système nerveux des mammifères hormis miR-146a. 

Ayant constaté le rendement à la fois quantitatif et qualitatif de la méthode UC-SEC pour la 

préparation des VEs microgliales de sangsue, nous avons renouvelé cette méthode à partir 

d’une culture primaire de microglie de rat, à partir de la lignée microgliale de souris BV2, et à 

partir de la lignée microgliale humaine CHME3, dont les méthodes sont décrites en annexe 8. 

Ces études sont en cours de réalisation mais nous disposons de résultats préliminaires. 

 

1- Validation par NTA et MET de l’enrichissement des VEs microgliales BV2 et CHME3 

 
Comme pour les analyses précédentes, nous avons commencé par vérifier la qualité de 

l’isolement des VEs provenant de la méthode UC-SEC. Pour cela, nous avons réalisé les mêmes 

analyses que précédemment. Une analyse NTA a été effectuée comme pour les analyses 

menées sur des VEs microgliales de sangsue. Les fractions d’élutions ont été regroupées en 

échantillons P1-EV-, P2-EV+ et P3-EV- selon le nombre de particules. Ensuite, ont suivi des 

analyses par MET et une analyse protéomique non ciblée afin d’identifier les signatures 

protéiques de nos échantillons. Les analyses par NTA montrent les mêmes résultats (Figure 

19) que ceux obtenus avec les microglies primaires de rat ou de sangsue (Publications 4 et 5 

respectivement). Il existe un enrichissement dans les 3 mêmes fractions SEC F5, F6 et F7. Trois 

échantillons sont alors générés pour chaque préparation : P1-EV- (F1-F4 SEC), P2-EV+ (F5-F7 

SEC) et P3-EV- (F8-F20 SEC). A volume égal de milieu conditionné issu des cultures 

microgliales, nous détectons plus de particules dans les fractions issues d’une culture de 

cellules microgliales murines (BV2) avec un total de 1,50 x 109 particules dans les 3 fractions 
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F5-F7 que pour les cellules microgliales humaines (CHME3) avec 8,10 x 108 particules dans ces 

3 fractions. Comme expliqué précédemment, l’analyse par NTA n’est pas suffisante pour 

déterminer la nature vésiculaire des particules détectées. En effet, le compteur ne fait pas la 

différence entre des VEs et des agrégats protéiques. Pour confirmer que l’augmentation du 

nombre de particules dans nos fractions est bien due à des VEs, nous avons réalisé des 

analyses par MET sur l’échantillon P2-EV+ issu du milieu de culture de BV2 (Figure 20). Les 

mêmes analyses sur les VEs issues d’une culture de CHME3 sont en cours de réalisation. Les 

résultats de ces analyses portant sur les VEs issues de cultures primaires de microglie de rat 

ont été montrés précédemment (Publication 4).  

 

 

Figure 19: Analyse NTA des fractions SEC issues d’une culture microgliale de souris (BV2) ou humaine (CHME3). Le nombre 

total de particules dans chaque fraction SEC issues de la culture microgliale de BV2 (A) ou de CHME3 (B) est présenté sous 

forme d’un histogramme. Les histogrammes en orange montrent les trois fractions consécutives enrichies en VEs (fractions 

SEC F5-F7).  
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Figure 20: Analyse de microscopie électronique à transmission réalisée sur l’échantillon P2-EV+ (fractions SEC F5-F7) issues 

d’une culture microgliale BV2. Les images montrent une hétérogénéité dans l’isolement de VEs avec des tailles allant de 50 à 

400 nm de diamètre.  

 
Les analyses par MET montrent la présence de VEs dans l’échantillon P2-EV+. Il est intéressant 

de noter que les tailles des VEs observées vont de 50 à 200 nm avec parfois des VEs observées 

jusqu’à 400 nm. On observe qu’avec ce protocole, les VEs conservent leur morphologie 

sphérique. Enfin il est intéressant de noter que certaines vésicules sont plus denses aux 

électrons que les autres. Ceci peut suggérer que la qualité et la quantité de matériel contenu 

dans les VEs ne sont pas identiques entre toutes les VEs. Cela reflète également 

l’hétérogénéité des populations vésiculaires.  

 

2- Caractérisation protéique des VEs microgliales humaines (CHME3) par nLC-MS/MS  

 
Pour confirmer si les particules observées en NTA et en MET sont effectivement des VEs, nous 

avons décidé d’analyser les fractions SEC par chromatographie liquide couplée à un 

spectromètre de masse. Ces analyses ont déjà été réalisées pour les VEs issues d’une culture 

de microglie de rat (Publication 4) et sangsue (Publication 5). Les analyses concernant les VEs 

issues de la lignée microgliale BV2 de souris sont en cours de réalisation. En revanche, les 

analyses sont déjà effectuées sur des fractions vésiculaires issues d’une culture de CHME3. 

Les résultats montrent que des protéines sont identifiées dans les 3 échantillons : 77 protéines 

sont identifiées en P1-EV-, 628 protéines en P2-EV+ et 99 protéines en P3-EV- (Figure 21 et 

Annexes 1 et 2). Comme on peut s’y attendre, un plus grand nombre de protéines est identifié 

dans P2-EV+ enrichi en particules (NTA). 

 

500  nm 500  nm 500 nm
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neuroprotectrice. Réutiliser la même méthode à partir de microglies BV2 et CHME3 permettra 

donc de respecter l’intégrité des VEs. En revanche, il s’agira de regarder si celles-ci portent 

des messages propices à la croissance neuritique. Nous avons donc souhaité réaliser les 

mêmes expériences avec les VEs microgliales issues des cultures de BV2 et CHME3. Les 

résultats de ces expériences nous avaient montré précédemment qu’une quantité de 106 et 

107 VEs microgliales de sangsue avaient un effet significatif sur la croissance neuritique 

(Publication 5). Nous avons donc, de façon préliminaire, regardé l’effet de 106 VEs microgliales 

de BV2 et de CHME3 sur des neurones primaires de rat maintenus en culture pendant 48h 

(Figure 24). Les résultats montrent que les VEs issues de la culture BV2 ont un effet similaire 

à 48h à celui obtenu avec les VEs microgliales de sangsue. En revanche, les VEs de CHME3 ne 

présentent pas de différence avec la condition contrôle. Ces résultats préliminaires sont 

réalisés à partir d’un triplicat technique utilisant les mêmes sources de VEs, et nécessitent 

d’être réalisés en triplicat biologique afin de pouvoir véritablement conclure sur les effets 

observés sur la croissance neuritique. De plus, il sera nécessaire de compléter ces données 

par une expérience avec une quantité de 107 VEs et sur un temps intermédiaire de 24h. Les 

VEs issues d’une culture primaire de microglies de rat seront également comparées aux trois 

autres même si les premiers résultats positifs ont été montrés dans la publication 4.  

 

 

Figure 24: Comparaison de la croissance neuritique avec des VEs issues d’une culture  microgliale murine (BV2) ou humaine 

(CHME3). Les neurones primaires de rats sont traités pendant 48h avec 106 VEs provenant d’une culture microgliale BV2 ou  

CHME3. Afin de comparer l’effet des VEs entre-elles, les résulats issues des VEs de sangsue sont rajoutés a titre d’information. 

Les résulats sont comparés à la condition contrôle où les neurones ne sont pas traités avec les VEs. 
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Ces résultats préliminaires suggèrent des différences dans la capacité des VEs microgliales à 

favoriser la croissance neuritique. Dans la continuité de ces résultats, il sera intéressant de 

regarder les conséquences de VEs provenant de ces différentes sources microgliales sur le 

protéome des neurones cibles. Comme effectué avec les VEs microgliales de sangsue 

(Publication 5), les mêmes analyses protéomiques seront effectuées avec les VEs issues d’une 

culture de BV2, CHME3 et d’une culture primaire de rat. La comparaison des molécules 

présentes dans les VEs, de l’effet différentiel sur la croissance neuritique et les analyses sur 

les protéomes neuronaux pourront mettre en lumière des mécanismes conservés 

évolutivement dans ces processus neurotrophiques.  

 
4- Analyse comparative des signatures miARNs dans les VEs microgliales 

 

Après avoir analysé les protéines contenues dans les VEs des CHME3 et pour lesquelles les 

études sur les BV2 et les cultures primaires de rat sont en cours, nous avons recherché la 

présence des 6 miARNs d’intérêt identifiés dans les VEs microgliales de sangsue. A partir de 

préparations de VEs microgliales de BV2, CHME3 et de culture primaire de rat, nous avons 

effectué la même expérience de Tailing-RT-PCR en utilisant les 6 amorces spécifiques. Les 

échantillons de VEs ont suivi le même procédé d’isolement, de traitement à la RNase A et 

d’extraction des ARNs que les VEs microgliales de sangsue. Les résultats de Q-PCR sont 

présentés par la moyenne des Ct, donnée illustrant la phase exponentielle durant 

l’amplification (Figure 25). Nous n’avons pas établi de quantification relative pour ces miARNs 

car une seule condition expérimentale a été réalisée pour la préparation de chaque extrait 

d’ARNs. De façon intéressante, les résultats issus de trois expériences indépendantes 

montrent que les 6 miARNs sont significativement présents dans les VEs microgliales issues 

des microglies de mammifères. Il sera nécessaire de préciser quelles sont les distributions 

relatives de ces miARNs dans la population globale de VEs microgliales. 
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Figure 25: Analyse de la représentation des 6 miARNs dans les VEs provenant de différentes sources microgliales. La 

représentation des 6 miARNs est montrée dans les VEs microgliales provenant d’une culture microgliale primaire de rat ou 

sangsue et de lignées cellulaires microgliales immortalisées murine (BV2) ou humaine (CHME3). (A-C) Courbes d'amplification 

(graphique du haut) et de dissociation (graphique du bas) des réactions de qPCR pour les 6 miARNs dans chaque source 

vésiculaire microgliale rat (A), souris (B) et humaine (C). Les expériences sont réalisées en triplicat. Les courbes vertes 

correspondent à la réaction réalisée avec la matrice d'ADNc et les courbes bleues correspondent à la réaction réalisée avec de 
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l'eau au lieu de la matrice d'ADNc. (D) La valeur moyenne des cycles seuils (Ct) pour chacun des 6 miARNs est représentée 

pour les différentes sources vésiculaires.  

 

Même si les données présentées dans cette perspective de la partie III sont incomplètes et 

préliminaires, elles apportent néanmoins une information essentielle au développement 

translationnel que nous aimerions effectuer depuis la sangsue vers les mammifères. La 

méthode d’isolement des vésicules extracellulaires de microglie par le couplage UC-SEC, 

validée par leurs signatures protéiques, permet d’entreprendre des tests fonctionnels sur 

l’amélioration de la croissance neuritique. Les résultats peuvent être corroborés par l’analyse 

protéique des neurones de façon à révéler les mécanismes moléculaires qui y sont associés. 

Enfin, conformément à l’objectif fixé dans cette troisième et dernière partie de mon travail, la 

mise en évidence de signatures miARNs dans les VEs microgliales de sangsue constitue une 

opportunité de révéler la présence de nouveaux miARNs dans les VEs microgliales chez les 

mammifères et d’explorer leur implication dans les processus de neuroprotection. 
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L’état neuroinflammatoire est un élément clé de nombreuses pathologies du système nerveux 

centrale (SNC). Les premières indications montrent que les mécanismes inflammatoires sont 

d’abord conduits à la suite d’une activation microgliale [178]. L’état neuroinflammatoire est 

une caractéristique importante de nombreuses maladies neurodégénératives liées au 

vieillissement (maladies d’Alzheimer et de Parkinson) ou à l’autoimmunité (sclérose en 

plaque). La neuroinflammation liée à la microglie est également impliquée dans des 

pathologies neuropsychologiques comme les troubles autistiques [177]. C’est pourquoi, la 

compréhension ainsi que le contrôle des activités de la microglie sont centraux afin d’apporter 

de nouvelles voies thérapeutiques. Il est donc essentiel de mieux comprendre les fonctions 

des cellules microgliales et notamment par le dialogue qu’elles établissent avec leur 

environnement cellulaire. Cette communication, permettant de réguler très finement l’état 

inflammatoire, peut s’effectuer selon plusieurs voies telles que des contacts cellules-cellules 

ou bien des facteurs libres. Mais, depuis plusieurs années, de nombreuses études se sont 

focalisées sur un mode de communication dont l’importance s’accroit dans la communauté 

scientifique : les vésicules extracellulaires (VEs) [6,9]. Ce terme définit les exosomes, les 

microvésicules mais aussi les corps apoptotiques. Les exosomes et les microvésicules 

partagent de nombreuses caractéristiques (marqueurs moléculaires et diamètre en autre). 

Elles suivent des voies de biogenèse différentes puisque les exosomes sont générés via le 

système endosomal et la fusion des corps multivésiculaires (ou MVBs) avec la membrane 

plasmique alors que les microvésicules sont issues du bourgeonnement de la membrane 

plasmique des cellules [106].  

L’intérêt grandissant de la communauté scientifique pour ce mode naturel de communication 

intercellulaire est en partie justifié, en recherche fondamentale, par la prise de conscience 

qu’il s’agit de cargos moléculaires qui permettraient de délivrer des réponses multiples et 

organisées sur la base de plusieurs familles de molécules. Même si les mécanismes restent à 

préciser, l’attrait scientifique pour les VEs réside aussi dans la capacité à les réutiliser à des 

fins thérapeutiques, sous une forme naturelle ou transformée, en gardant à l’esprit qu’il s’agit 

de vésicules portant des membranes en bicouche lipidique capables de franchir des barrières 

naturelles telles que la barrière hémato-encéphalique (BHE) [213].  

Chez les animaux, plus généralement décrites, les VEs interviennent dans des fonctions 

physiologiques dès le développement embryonnaire et tout au long de la vie. Dans le cerveau, 

les VEs jouent un rôle dans des fonctions importantes durant le développement mais aussi au 
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stade adulte dans la transmission synaptique ou la régénération nerveuse. Les enjeux de la 

recherche sur l’implication des VEs dans la neuroinflammation sont nombreux tant ce niveau 

de communication ajoute davantage d’inconnues à l’équation et complique notre 

compréhension de l’état neuroinflammatoire dans les neuropathologies. Les VEs 

interviennent en effet au cours de pathologies neurologiques comme les maladies 

neurodégénératives, les tumeurs cérébrales, les maladies liées à l’auto-immunité ou encore 

les pathologies neuropsychologiques [177,213]. Les cellules microgliales qui ont un rôle 

important dans le contrôle des événements neuroinflammatoires [181] sont décrites pour 

libérer des VEs en conditions physiopathologiques [210,214]. Selon les signaux externes 

activant les cellules microgliales, leurs VEs auront entre autre des rôles dans le contrôle négatif 

de la neuroinflammation, favorisant la croissance neuritique [11] ou dans l’entretien et la 

progression de cette neuroinflammation [6].  

La compréhension des effets des VEs microgliales est un enjeu important dans notre 

perception des mécanismes neuroinflammatoires et cela passe naturellement par leur 

isolement, la caractérisation de leur composition moléculaire et éventuellement leur 

transformation à des fins thérapeutiques. Chez les mammifères, les études sur les cellules 

microgliales ne sont pas aidées par l’accessibilité des tissus et la co-localisation périodique 

avec d’autres cellules immunitaires. En effet, les cellules microgliales ne sont pas les seuls 

macrophages présents dans le SNC. Il existe dans certaines régions du cerveau les 

macrophages des plexus choroïdes, les macrophages méningés, et les macrophages 

périvasculaires [48]. De plus dans certain cas pathologique, la rupture de la BHE causera une 

infiltration de macrophages sanguins en étroite relation avec la microglie. Il sera alors difficile 

de différencier fonctionnellement les cellules microgliales résidentes, des cellules ayant 

infiltré le tissu nerveux [215].  

C’est dans ce contexte que le laboratoire a développé l’étude d’un modèle animal invertébré, 

la sangsue médicinale Hirudo medicinalis, pour apporter davantage d’informations sur les 

cellules microgliales. Ces cellules présentent de nombreuses caractéristiques communes avec 

leurs homologues chez les vertébrés. Elles présentent des capacités de motilité [84] et de 

migration vers les sites de lésions après avoir subi des modifications morphologiques en 

passant d’un stade étoilée à un stade amiboïde [16]. Elles présentent aussi la capacité de 

pouvoir phagocyter [14]. Les cellules microgliales de sangsue peuvent être suivies dans les 

tissus grâce à la molécule de liaison au calcium Iba1, aussi décrit comme marqueur microglial 
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chez les mammifères [15]. Enfin, nous savons qu’elles sont essentielles pour initier la repousse 

axonale chez la sangsue [21] et que leur accumulation au niveau de la lésion est soutenue par 

des signaux chimiotactiques déjà largement étudiés chez ce modèle invertébré [15–19,88,89]. 

Les cellules microgliales de sangsue présentent de nombreux avantages. Elles peuvent être 

dissociées facilement et maintenues en culture primaire sans apport de CO2 et à température 

ambiante. De plus, cet avantage est devenu encore plus intéressant, depuis que certaines 

études menées chez les mammifères ont montré une différence significative entre les lignées 

immortalisées de microglies et la microglie fraichement dissociée [58]. L’utilisation de la 

culture primaire microgliale sous des conditions très contrôlées est donc désormais 

particulièrement recommandée tant les réponses microgliales sont diverses et sensibles au 

microenvironnement [49,54,216].  

 
1- Production de VEs par les cellules microgliales et effets neurotrophiques 

 
Puisque la structure de la chaine nerveuse chez la sangsue nous permet lors d’une lésion du 

SNC d’étudier le dialogue entre les extrémités axonales lésées et les microglies accumulées à 

la lésion, notre stratégie a consisté à appréhender le profil « neuroprotecteur » de la microglie 

par l’intermédiaire de leurs VEs. En effet, des expériences d’immunofluorescence dirigées 

contre un marqueur spécifique de VEs, la molécule Alix, avaient préalablement révélé 

l’accumulation de VEs à la lésion (Publication 1). Ensuite, des analyses par microscopie 

électronique à transmission (MET) ont révélé la présence de corps multivésiculaires dans les 

cellules microgliales montrant que ces dernières produisent au moins des exosomes. De plus, 

des analyses par MET réalisées sur des culots vésiculaires issus d’une culture primaire 

microgliale ont révélé que les VEs sont libérées et peuvent donc être isolées. Enfin, la co-

culture de neurones et de microglies montre, à l’aide du marquage glial dirigé contre la 

gliarine, que les VEs microgliales interagissent étroitement avec les neurites. A ce stade, les 

parallèles précédemment observés entre microglie de sangsue et microglie de mammifères 

ne garantissent absolument pas que les réponses moléculaires et les populations de VEs 

produites soient fondées sur des mécanismes évolutivement conservés. En revanche, les 

avantages structuraux du tissu nerveux et les capacités de récolter et entretenir la microglie 

primaire chez H. medicinalis nous ont conduits à explorer les effets de ces VEs microgliales et 

de les transposer à un contexte de SNC de mammifères. Cette comparaison a d’ailleurs été 
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encouragée par l’effet neurotrophique des VEs microgliales de sangsue observé sur un modèle 

de différentiation neuronale de rat (la lignée cellulaire PC-12) comme sur les neurones de 

sangsue. Cette dernière expérience montre que ce dialogue entre les cellules de rat et les VEs 

microgliales de sangsue peut utiliser la reconnaissance de médiateurs communs. Ces effets 

inter-espèces ont déjà été montrés entre des cellules humaines et des VEs de rat mais aussi 

entre des macrophages intestinaux murins et des VEs d’espèces végétales [217,218].  

De façon intéressante, au cours de cette étude, nous avons mis en évidence la présence d’un 

membre de la famille du TGF-b (pour transforming growth factor b), le nGDF (pour growth 

differentiation factor), dans les VEs microgliales. L’implication du TGF-b dans le métabolisme 

neuronal a déjà été montrée [219,220]. Alors que les VEs microgliales augmentent la 

croissance neuritique des neurones de sangsue, il est intéressant de noter qu’elle diminue 

pourtant lorsqu’on y ajoute un inhibiteur spécifique du récepteur du TGF-β de type I. Ainsi, 

les résultats montrent que le nGDF pourrait être impliqué dans les processus neurotrophiques 

médiés par les VEs. D’ailleurs, l’étude plus approfondie du nGDF dans la dynamique du 

recrutement microglial à la lésion a montré que cette voie de signalisation TGF-β est 

déterminante dans la réponse microgliale (Publication 2). Au cours de cette seconde étude, 

les analyses protéomiques réalisées au niveau de la zone de lésion du SNC de la sangsue ont 

suggéré la présence importante de VEs. Les signatures protéiques associées aux VEs ont 

représenté en effet une large part du nombre total de protéines détectées à la lésion. Dans la 

suite de nos études, il s’agira de préciser les signatures protéiques induites dans les neurones 

sous l’influence des VEs microgliales. Dès lors, notre approche a consisté à optimiser 

l’isolement des VEs microgliales et caractériser les contenus vésiculaires. 

 
2- Isolation des VEs et validation 

 
La détection de VEs libérées par les cellules microgliales in vitro et in vivo et leurs implications 

dans la neuroprotection chez notre modèle invertébré suggèrent que ces VEs ont une 

importance dans le dialogue microglie-neurone. C’est pourquoi, nous avons décidé d’analyser 

plus en détail ces VEs microgliales afin de connaître leurs compositions moléculaires 

(protéines et acides nucléiques) ainsi que leurs effets sur le métabolisme neuronal.  

En parallèle, nous avons entrepris d’optimiser nos techniques d’isolement. En effet, pour la 

bonne compréhension des effets biologiques mais aussi la caractérisation fiable de la 

composition moléculaire des VEs, il a été nécessaire de développer des méthodes permettant 
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de limiter la présence de molécules contaminantes dans nos échantillons vésiculaires. Ces 

développements, en évolution permanente, sont permis par l’émulation de la communauté 

scientifique au travers de la Société Internationale des Vésicules Extracellulaires (ISEV) dans 

le but d’établir une exigence qualitative satisfaisante pour l’étude des VEs [126]. Nous avons 

donc décidé d’optimiser nos techniques par l’ajout d’étapes supplémentaires à l’étape 

d’ultracentrifugation (UC) initiale. Nous y avons tout d’abord couplé une séparation par 

gradient de densité d’Optiprep™ (UC-ODG) puis ensuite une étape de chromatographie 

d’exclusion stérique (UC-SEC). A cela, s’est ajouté de façon spécifique un traitement à la RNAse 

A (pour ribonucléase A) pour la caractérisation des miARNs dont nous parlerons plus bas. De 

récentes études ont pris position en faveur du couplage UC-ODG, méthode considérée comme 

la meilleure technique pour séparer les VEs car elle permet d’atteindre une pureté de 

l’échantillon très importante [129]. En revanche, un inconvénient non négligeable à son 

utilisation est la perte importante de VEs et le temps nécessaire à sa réalisation (environ 2 

jours). La deuxième méthode utilisant le couplage UC-SEC permet de séparer les VEs des 

molécules contenues dans le milieu [131]. Un prétraitement ainsi que la concentration de 

l’échantillon sont nécessaires avant d’utiliser la SEC dans le but d’éliminer le maximum 

d’impuretés dans l’échantillon. Outre la rapidité de la méthode, des études comparatives 

révèlent que cette technique conserve la morphologie, l’intégrité ainsi que l’activité 

biologique des VEs [132]. Lors de nos analyses des VEs par NTA (pour Nanoparticle Tracking 

Analysis), nous avons observé en outre que le nombre de particules est plus élevé dans les 

échantillons isolés avec l’ultracentrifugation seule comparés aux échantillons obtenus par l’UC 

couplé à un ODG ou par UC couplé à une SEC. Ceci s’explique par l’ajout d’étapes 

supplémentaires dans le protocole qui entraine une perte de matériel. De plus, une limite de 

la technologie NTA est qu’elle ne permet pas de faire la différence entre les VEs, des agrégats 

et des contaminants protéiques. A titre personnel, dans une logique purement quantitative, 

j’ai pu constater - à nombre équivalent de chaines nerveuses pour la préparation microgliale 

- que la méthode UC-SEC permettait d’isoler davantage de VEs que ne l’avait permise la 

méthode UC-ODG. Les analyses par MET dans les différentes procédures, ont révélé que nous 

avons isolé des VEs dans nos fractions d’intérêt. L’analyse des images a montré des agrégats 

de vésicules dans les procédures UC, UC-ODG et UC-SEC. Ceci est cohérent avec l’analyse NTA 

qui a parfois révélé des particules de grande taille. Ces agrégats sont probablement obtenus 

par l’utilisation répétée des étapes d’ultracentrifugation dans les procédures d’isolement. Ces 



 

 267 

agrégats vésiculaires représentent un problème lors de l’utilisation des VEs pour des tests 

fonctionnels, car le nombre de particules calculé ne correspond pas à la réalité. Les analyses 

par spectrométrie de masse nLC-MS/MS ont confirmé la présence de VEs dans les procédures 

UC, UC-ODG et UC-SEC. Bien que le nombre de particules que nous avons obtenues dans les 

échantillons UC-ODG et UC-SEC ait été inférieur à celui de l’UC, la quantité de protéines 

identifiées par nLC-MS/MS (pour nano liquid chromatography - MS/MS) a été supérieure. 

L’ajout d’une étape supplémentaire de purification a donc permis de mieux séparer les VEs et 

les contaminants protéiques de nos échantillons.  

Nous avons généralisé ces études protéomiques à grande échelle qui ont mis en évidence un 

ensemble de protéines que l’on trouve couramment dans les VEs. Il existe en effet des listes 

de protéines identifiées comme des marqueurs de VEs et regroupées dans des bases de 

données en ligne comme Vesiclepedia (www.microvesicles.org), EVpedia (www.evpedia.info) 

et ExoCarta (www.exocarta.org). La caractérisation de ces signatures protéiques a été 

essentielle pour valider chaque méthode utilisée pour l’isolement des VEs. En effet, il est 

important de noter que nous avons révélé un grand nombre de marqueurs spécifiques à l’aide 

de cette analyse à grande échelle. C’est pourquoi, nous avons souhaité étendre cette étape 

stratégique d’analyse protéique des VEs isolées à l’ensemble de nos études (Publications 3, 4 

et 5). Il est de notre point de vue essentiel de ne pas se limiter pour la validation des fractions 

d’isolement à l’usage d’analyses en Western Blot utilisant des anticorps dirigés contre des 

marqueurs reconnus. Cette approche est tout à fait acceptable une fois que les conditions 

expérimentales aient été standardisées sur un échantillon cellulaire bien identifié et des 

conditions d’activation données. En revanche, notre expérience du modèle sangsue a montré 

que les molécules pourtant reconnues comme marqueur vésiculaire ne sont pas toujours 

suffisamment conservées pour l’utilisation d’anticorps commerciaux. Ainsi, de telles étapes 

de validation par Western Blot, aussi simples soient-elles, peuvent s’avérer particulièrement 

délicates sur des modèles d’étude peu représentés comme la sangsue lorsqu’il est 

recommandé d’utiliser un grand nombre de marqueurs. A l’inverse, une analyse protéomique 

non ciblée permet après interrogation en banque de données - sangsue et/ou mammifères - 

de détecter de nombreuses protéines apparentées ou présentant des homologies 

significatives avec les marqueurs. Elles sont ici parfaitement détectées alors que certains 

anticorps n’y parviennent pas. De plus, si l’analyse est bien menée, le nombre de marqueurs 
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de VEs détectés sera rapidement supérieur à 20 et aisément comparé aux fractions dites 

négatives en VEs par une quantification absolue et/ou relative.  

 
3- Influence du contenu vésiculaire sur le métabolisme neuronal 

 
Les composés présents dans les VEs et contribuant à délivrer un effet biologique dans les 

cellules receveuses sont de nature différente. Ces molécules peuvent être des lipides, des 

protéines mais aussi des acides nucléiques comme des miARNs et des ARNm. Nous nous 

sommes intéressés à deux familles de molécules en particulier, les protéines et les miARNs. 

Une analyse approfondie des protéines détectées par nos analyses protéomiques a permis de 

mettre en évidence des protéines impliquées dans des voies associées à la croissance 

neuritique (Publication 3). En effet, les analyses protéomiques réalisées à partir des VEs 

microgliales ont révélé la présence de protéines comme le BDNF (Brain-Derived Neurotrophic 

Factor), NCAM (Neural Cell Adhesion Molecule), la spectrine ou bien RAP1 (Ras-related 

protein 1). Ces protéines sont décrites pour être impliquées dans la croissance des neurites 

[221]. Les tests de croissance neuritique effectués sur des neurones de sangsue ont en effet 

montré un effet bénéfique en présence des VEs microgliales. 

Par la suite, nous avons réitéré l’étude des effets neurotrophiques de VEs microgliales de 

sangsue sur des neurones primaires de rat (Publication 5). Les résultats ont là encore montré 

une accélération de la croissance neuritique sous l’influence des VEs. La caractérisation 

protéique des VEs a montré la présence d’un nombre important de molécules impliquées dans 

la voie de signalisation du VEGF (Vascular endothelial growth factor). Cette voie de 

signalisation favorise la neurogenèse, la structuration neuronale ainsi que la neuroprotection 

[222]. Enfin, les protéines impliquées dans la voie de signalisation de l’interféron (IFN)-γ sont 

aussi présentes dans les VEs. Cette voie est également décrite pour avoir un effet sur la 

croissance neuritique ainsi que dans la neuroprotection [223,224]. Ces deux jeux de données 

(Publications 3 et 5) ont montré que les protéines spécifiquement adressées dans les VEs 

microgliales de sangsue possèdent un rôle neuroprotecteur. Des études plus approfondies 

permettraient de valider leur implication dans les mécanismes de croissance neuritique in 

vitro.  

La caractérisation des protéines vésiculaires assurant un rôle dans le métabolisme neuronal 

ne représente qu’une partie de l’étude. Je me suis concentré au cours de ma thèse sur la 

caractérisation des miARNs présents dans les VEs microgliales de sangsue afin (i) de dresser 
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tout d’abord une liste de médiateurs pouvant réguler en profondeur les processus post-

transcriptionnels de la cellule receveuse, de (ii) regarder si ces miARNs peuvent être produits 

dans les cellules microgliales d’autres espèces, et (iii) d’amorcer leur étude fonctionnelle dans 

le but de mieux comprendre leur impact dans la neuroprotection.  

Les miARNs sont impliqués dans de nombreuses fonctions neuronales. Ils interviennent dans 

le système nerveux lors de processus physiologiques liés au développement, l’homéostasie du 

SNC, la croissance neuritique mais aussi lors de processus pathologiques comme les maladies 

neurodégénératives ou neuropsychologiques. La balance entre les différents miARNs exerce 

une influence directe sur l’état neuroinflammatoire [190,195]. Les expériences réalisées ont 

tout d’abord montré par une étude du séquençage des ARNs (ou RNAseq) que les VEs 

contiennent de nombreux ARNs. Les analyses bio-informatiques ont permis de mettre en 

évidence la présence potentielle de ces petits ARNs non codants. Ensuite, nous avons vérifié 

la nature des séquences putatives afin de ne révéler que les miARNs. La technique 

d’amplification des miARNs utilise l’ajout artificiel d’une queue poly(A) à l’extrémité 3’ des 

ARNs (polyadénylation in vitro) de façon à les rétro-transcrire et amplifier leurs copies ADN 

complémentaire (ADNc). Afin de nous assurer que les séquences identifiées et sélectionnées 

en RNAseq ne soient pas des ARNm, nous avons ajouté un contrôle d’amplification sans étape 

de polyadénylation. Ainsi, l’analyse des résultats révèle que parmi les 38 séquences d’intérêts, 

17 candidats ont été réamplifiés sans besoin d’ajouter une queue poly(A), ce qui correspond 

à des ARNm. En revanche, 21 autres séquences sont potentiellement des miARNs contenus 

dans les VEs car elles ne présentent aucune queue poly(A) naturelle. L’étape de 

polyadénylation a en effet été indispensable à leur amplification par RT-PCR. A ce stade, il 

subsiste deux interrogations. Ces ARNs dépourvus de queue poly(A) peuvent correspondre à 

des miARNs, mais ils peuvent aussi correspondre à des séquences d’ARNs dégradés qui 

seraient issus de cellules en souffrance dans la culture primaire et qui auraient été co-isolés 

avec les VEs. De même, s’il s’agissait réellement de miARNs, il est possible qu’ils aient été 

libérés sous forme libre par les cellules en culture et qu’ils aient été co-isolés avec les VEs à la 

suite d’une interaction avec leur surface. Afin de nous assurer de leur présence vésiculaire et 

de leur nature miARN, une étape déterminante de traitement des VEs par la RNase A a été 

ajoutée après la méthode d’isolement. Cette enzyme permet de dégrader les ARNs libres 

présents à l’extérieur des VEs. Si ces molécules « parasites » sont organisées en complexes 

ribonucléoprotéiques ou sont en interaction avec la surface des VEs, leur digestion permettra 
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de les libérer dans le tampon contenant les VEs. Notons pourtant qu’à l’exception des ARNs 

interagissant avec la surface des VEs, la possibilité d’avoir co-isolé des formes d’ARNs libres et 

agrégés a été significativement réduite par l’ajout à l’ultracentrifugation des méthodes de 

gradient de densité d’Optiprep™ (ODG) ou de chromatographie d’exclusion stérique (SEC). Ces 

protocoles auraient normalement déjà séparé VEs et ARNs libres. Pour écarter toute 

possibilité de contamination, y compris par des molécules « attachées » aux VEs, une 

ultracentrifugation finale est intervenue après digestion par RNAse A et a ensuite permis de 

récupérer le culot de VEs sans les molécules dégradées, restées dans le surnageant. Après 

extraction des ARNs totaux à partir des VEs, les nouvelles analyses réalisées par PCR, à l’aide 

d’amorces spécifiques, ont révélé la présence de seulement 6 miARNs dans les VEs 

microgliales : miR-1860, miR-1705, miR-2284y-6, miR-146a, miR-858 et miR-7718.  

Comme je l’expliquais auparavant, la caractérisation de ces miARNs a donc dû suivre un 

schéma expérimental à la façon d’un « entonnoir méthodologique » qui a permis de réduire 

le nombre de nos séquences candidates jusqu’à l’obtention de signatures fiables. Si la 

première analyse par RNAseq a été réalisée sur des VEs microgliales isolées par 

ultracentrifugation (UC), la validation des séquences candidates pour la mise en évidence de 

véritables miARNs a, quant à elle, suivi une optimisation de l’isolement de VEs en profondeur 

avec l’utilisation de la méthode couplant UC et ODG, puis UC-ODG en présence de RNAse A, 

et enfin UC et SEC en présence de RNAse A. Ces développements ont requis de très 

nombreuses préparations de cellules microgliales primaires dans le but de valider la 

robustesse de nos isolements vésiculaires, étudier leurs contenus moléculaires et certifier la 

présence dans les VEs microgliales de ces 6 miARNs. 

Parmi ces 6 miARNs présents dans les VEs microgliales de sangsue, miR-146a a déjà été décrit 

pour avoir de nombreuses implications dans la physiopathologie du système nerveux 

[210,225]. En revanche, concernant les 5 autres miARNs, il n’existe pas de donnée précise sur 

leur implication dans des processus nerveux. Trois d’entre eux ne sont même pas encore 

décrits chez les animaux.  

Comme énoncé précédemment, miR-146a est très largement décrit notamment dans le 

système nerveux des mammifères. Il est très présent dans les cellules microgliales, les 

neurones et les astrocytes. L’activation de la voie NF-kB (pour nuclear factor-kappa B) induit 

l’expression de miR-146a qui en cascade pourra cibler des ARNm codant les protéines IRAK1 

(pour Interleukin-1 receptor-associated kinase 1) et TRAF6 (TNF receptor associated factors 
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6), éléments clés impliqués dans cette voie. Ce rétrocontrôle négatif effectué par miR-146a 

permet de limiter l’activation excessive de cette voie de signalisation et contribue ainsi au 

contrôle de l’inflammation [190]. D’ailleurs, lors d’une inflammation du SNC, une diminution 

de l’expression de miR-146a entraine une activation excessive de la voie NF-kB et in fine 

l’augmentation de la transcription des gènes sous son contrôle codant entre autre pour des 

cytokines pro-inflammatoires [203]. Ensuite, miR-2284y-6 est uniquement décrit chez le 

taureau [226]. Ce miARN est exprimé dans les cellules immunitaires bovines comme les 

monocytes et les macrophages alvéolaires. Il est également décrit pour son implication dans 

l’inflammation [227,228]. Le miR-1705 est uniquement décrit chez la poule lors du 

développement embryonnaire de l’animal et peu de données sont disponibles [229]. Les 3 

autres miARNs, miR-858, miR-7718 et miR-1860 ne sont pas décrits chez les animaux. Le miR-

858 est largement décrit chez les plantes pour son implication dans de nombreux processus 

[230]. Le miR-7718 intervient dans la reprogrammation de la croissance des feuilles lors du 

stress hydrique chez la plante Brachypodium distachyon [231]. Le dernier miARN, le miR-1860 

est décrit dans le riz mais sans précision sur ses fonctions [232].  

Comment peut-on réellement interpréter ces signatures en partie inédites et que signifient-

elles dans un contexte de dialogue entre microglie et neurones ? Le fait que trois miARNs 

soient déjà décrits chez les vertébrés, dont deux dans des mécanismes de régulation 

inflammatoire, est très intéressant. De plus, les miARNs décrits uniquement chez les plantes 

à ce jour illustrent le caractère nouveau de la mise en évidence des VEs microgliales chez cet 

invertébré annélide. La mise en évidence de ces miARNs dans les VEs microgliales de sangsue 

constitue la première étape d’une possible étude fonctionnelle à plus long terme. Dans le 

temps imparti, il n’a pas été possible de l’amorcer. Nous avons toutefois réalisé plusieurs 

expériences afin de mesurer l’intérêt de telles signatures miARNs.  

La toute première a consisté à prédire les cibles ARNm potentiellement régulées par ces 

miARNs. En effet, dans le cadre des tests de croissance neuritique menés sur les neurones de 

rat pour évaluer les effets des VEs microgliales de sangsue, le protéome neuronal a été 

caractérisé. En sachant que les miARNs permettent de séquestrer des ARNm cibles, leur 

présence dans les VEs microgliales aura donc comme conséquence de faire varier la 

disponibilité des transcrits neuronaux pour la traduction des protéines. Ainsi, le protéome 

neuronal devrait présenter des différences sous l’effet des VEs microgliales. Des 

augmentations de protéines peuvent refléter des mécanismes impliqués dans la croissance 
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neuritique. Mais des baisses significatives voire des disparitions de protéines peuvent aussi 

refléter l’effet de séquestration que des miARNs auraient pu exercer sur des ARNm cibles dans 

les neurones. Afin de générer une liste des cibles ARNm potentiellement régulées par ces 

miARNs, deux logiciels de prédictions de cibles ont été utilisés : TargetScan et 

miRDB [233,234]. TargetScan recherche les cibles par homologie de séquence entre la 

séquence « seed » qui correspond aux nucléotides 2 à 8 du miARN mature et les 3’UTR des 

ARNm cibles. Le logiciel de prédiction miRDB fonctionne avec un algorithme développé en 

analysant des milliers d'interactions miARN-ARNm cible à partir d'expériences de séquençage 

à haut débit. L’utilisation de deux logiciels de prédiction différents et la conservation 

uniquement des prédictions communes entre ces deux logiciels permet d’apporter plus de 

robustesse dans l’identification possible des cibles ARNm.  Parmi les cibles que nous avons 

identifiées, certaines présentent même des implications dans des voies biologiques 

communes. Les ARNm codant pour les molécules IDH1 (pour isocitrate déshydrogénases) et 

Apaf1 (pour apoptotic peptidase activating factor 1) seraient régulées respectivement par 

miR-7718 et miR-2284y-6. Elles sont impliquées toutes deux dans l’apoptose des neurones. 

En effet, une augmentation d’IDH1 dans les neurones est associée à une augmentation de 

l’apoptose [235]. En parallèle, l’inhibition de Apaf1 favorise la récupération cellulaire [236]. 

D’autres miARNs, miR-23a/b et miR-27a/b, ont été décrits comme régulateurs de l’ARNm 

codant Apaf1, ce qui engendre une baisse de l’apoptose des neurones [237]. La prédiction de 

ces ARNm comme cibles potentielles prend tout son sens dans un contexte neuroprotecteur 

médié par les VEs microgliales. D’autres ARNm prédits comme cibles dans nos analyses codent 

pour des protéines impliquées dans la neuroprotection ou la différentiation neuronale. 

L’ARNm codant la molécule RASGRP2, aussi connue sous le nom de CalDAG-GEFI serait régulé 

par miR-1705. Or cette protéine est induite dans la maladie de Huntington. Une diminution 

du taux de cette protéine permet d’induire un effet neuroprotecteur [238]. Toujours prédit 

pour être ciblé par miR-1705, l’ARNm codant la molécule Numbl (pour Numb-like protein), 

interagit avec la molécule Notch. Or, de nombreuses données sont disponibles sur leur rôle 

dans l’édification du système nerveux [239]. En revanche, une fois les tissus nerveux formés, 

ces mécanismes ne semblent plus intervenir à l’état adulte. En dehors du contexte neuronal, 

l’induction de NUMBL a présenté des capacités d’inhibition de la prolifération cellulaire et 

même d’induction de l’apoptose des cellules tumorales dans le cancer colorectal [240]. Son 

contrôle au niveau post-transcriptionnel aurait donc un effet inverse. Enfin, l’ARNm codant la 
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molécule PTBP2 aussi connue sous le nom de nPTB (pour nervousPTB) serait régulé par miR-

7718. L’inhibition de la protéine favorise la maturation neuronale et l’expression de gènes 

spécifiques aux neurones [241]. L’ensemble de ces données de la littérature présentent 

l’utilisation de ces miARNs comme un contexte biologique propice à la survie neuronale et la 

croissance neuritique. Cependant, de telles prédictions posent désormais de nombreuses 

questions sur ces mécanismes qu’il faudra déchiffrer dans ce dialogue entre VEs microgliales 

et neurones.  

Des expériences de « Luciferase assays » devront d’abord vérifier que les miARNs d’intérêt 

sont en effet capables de se lier physiquement à ces ARNm prédits comme cible. En bref, la 

séquence cible de l’ARNm sera sous-clonée dans un vecteur contenant la séquence codant la 

luciférase. Lorsque le miARN, ajouté comme le vecteur dans la cellule, entrera en interaction 

avec la partie cible de l’ARNm, la transcription et par la suite la traduction de la protéine 

luciférase seront impossibles, ce qui confirmera que l’ARNm est une cible du miARN. Ce 

résultat sera mesurable par bioluminescence.  

Concernant la comparaison de neurones naïfs par rapport à ceux mis en présence de VEs 

microgliales, il s’agira aussi de suivre plus spécifiquement les niveaux de ces transcrits 

neuronaux par Q-PCR et de vérifier la distribution des protéines correspondantes par 

Immunofluorescence. Toujours dans l’optique de relier ces bouleversements neuronaux à la 

présence spécifique de miARNs d’intérêt dans les VEs microgliales, il serait possible de 

potentialiser ces mécanismes. Par exemple, une approche consistera à transformer l’impact 

des VEs par la manipulation de miARNs particuliers. L’utilisation de miARNs anti-sens au sein 

des VEs créerait une invalidation fonctionnelle en s’hybridant de façon covalente à leur miARN 

complémentaire et permettrait d’évaluer leurs implications dans les cellules cibles. Une 

deuxième stratégie comme l’ajout de miARNs mimétiques dans les VEs, augmentant à 

l’inverse le nombre de copie pour un même miARN, consisterait aussi une approche 

intéressante.  

Par ailleurs, si le recrutement microglial chez la sangsue est supposé apporter aux extrémités 

axonales lésées des messages neuroprotecteurs médiés par les VEs, il semblerait plus 

cohérent que les miARNs d’intérêt soient des éléments régulateurs n’existant pas ou peu 

naturellement dans les neurones cibles. Nous avons réalisé une expérience qui a donc consisté 

à estimer la présence de ces 6 miARNs dans les cellules microgliales par rapport aux neurones. 

A quantité identique d’ARN totaux pour chaque type cellulaire, les résultats de Q-PCR ont 
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montré que 4 miARNs : miR-1860, miR-7718, miR-2284y-6 et miR-146a, sont présents en 

moyenne entre 2,8 et 3,9 fois plus dans les cellules microgliales comparés aux neurones. Les 

deux autres : miR-1705 et miR-858, présentent une quantité égale entre les deux types 

cellulaires. Il est important de préciser que les neurones et les cellules microgliales ayant servi 

à cette étude sont issues de chaines nerveuses de sangsue prélevées et dissociées. Ainsi, ces 

cellules ne peuvent être considérées comme naïves car, remises en culture primaire 

indépendantes, elles répondent à une manipulation mécanique pouvant être apparentée à un 

phénomène de lésion. Même si l’environnement cellulaire, permettant d’induire in vivo dans 

la microglie comme dans les neurones l’expression de chaque miARN, n’est pas reconstitué, 

cette expérience donne un premier aperçu des miARNs pouvant éventuellement apporter un 

message de la microglie vers les neurones lésés par l’intermédiaire des VEs. 

Ces perspectives de travail sont importantes dans la compréhension des processus 

moléculaires dépendants des miARNs vésiculaires. Toutefois, une question centrale subsiste 

au sujet de ces signatures miARNs. Concernent-elles une part importante des VEs produites 

et libérées par les cellules microgliales ? La caractérisation par RNAseq ainsi que 

l’amplification par Tailing-RT-PCR de ces séquences à partir de VEs microgliales isolées et 

traitées par RNAse A ne permet pas de définir le pourcentage de vésicules contenant chacun 

de ces miARNs. Ainsi, si la population globale de VEs microgliales exerce un effet bénéfique 

sur la croissance neuritique, l’importance relative de ces 6 miARNs n’est pas encore établie. 

Une étude suggère que les miARNs sont présents à raison de moins d’une copie par vésicule 

[242]. Ces données suggèrent également la présence de sous-types vésiculaires pouvant être 

enrichis en miARNs. Une perspective de travail serait donc d’utiliser des balises moléculaires 

dirigées contre les miARNs d’intérêts (Figure 26) [243]. Ces balises anti-sens couplées à leurs 

extrémités respectives avec un fluorochrome et un quencher seraient capables d’émettre un 

signal fluorescent une fois dépliées et hybridées à leur miARN cible. Une fois internalisées aux 

VEs, de telles préparations pourraient être visualisées par un système de détection de 

nanoparticules appropriés afin de mesurer le nombre de VEs positives et ainsi estimer la 

distribution de chaque miARN dans les VEs totales.  



 

 275 

 

Figure 26: Principe d’utilisation des balises moléculaires pour la détection des miARNs dans les VEs. Les balises moléculaires 

sont introduites dans les VEs et lorsqu’elles sont hybridées avec le miARN complémentaire, leur déploiement permet l’émission 

d’un signal fluorescent [243]. 

 
Par conséquent, mes résultats de thèse ayant permis la détection de microARNs dans les 

vésicules extracellulaires microgliales ne sont que le début d’un long processus ayant pour 

objectif de mettre en évidence des mécanismes de régulation délivrés par les VEs microgliales 

vers les neurones, pour leur survie. Ce travail se positionne dans un contexte plus large car 

nous avons entrepris d’étendre notre étude à l’analyse de ces miARNs dans des VEs 

microgliales issues d’autres espèces. Les expériences préliminaires réalisées à partir des VEs 

issues (i) de cellules microgliales primaires de rat, (ii) d’une lignée microgliale humaine CHME 

et (iii) d’une lignée microgliale/macrophagique de souris BV2, ont montré que ces 6 miARNs 

sont tous présents dans ces VEs microgliales. Hormis pour miR-146a et miR-2284y-6, ces 

premières données montrent pour la première fois que ces miARNs sont conservés chez des 

mammifères. Des expériences complémentaires seront effectuées notamment sur l’influence 

de ces VEs sur la croissance neuritique ainsi que l’analyse des protéomes neuronaux comme 

cela avait été réalisé sous l’influence des VEs microgliales de sangsue. La comparaison des 

résultats obtenus avec les VEs microgliales de sangsue permettra de mettre en évidence des 

similitudes ou des différences qui pourront orienter les prochaines études sur des molécules 

d’intérêts (protéines ou miARNs) dans les phénomènes de contrôle neuroinflammatoire et de 

survie neuronale médiés par les VEs microgliales.  

 
L’apport d’un modèle alternatif comme la sangsue est selon moi très intéressant pour 

comprendre les mécanismes de communication médiés par les VEs. La conservation d’une 

miARN
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influence microgliale de sangsue sur des neurones de rat démontre que les vésicules 

extracellulaires peuvent délivrer un cocktail moléculaire évolutivement compatible au travers 

de certaines espèces. Toutefois, il restera dans les années futures à démontrer que cet 

assemblage moléculaire apporté par ces « minuscules cargos voyageurs » représente un 

message intégré cohérent ou juste une matière première utilisée plus ou moins 

spécifiquement par la cellule receveuse. Les études qui sont effectuées à partir du modèle 

Hirudo medicinalis peuvent aider à la meilleure compréhension des dialogues cellulaires au 

sein du système nerveux. L’apport de la sangsue, en tant que modèle, a déjà contribué à la 

découverte de la microglie par del Rio-Hortega il y a 100 ans maintenant. L’accessibilité de son 

système nerveux et l’aisance avec laquelle les populations cellulaires sont prélevées et 

maintenues en culture pourraient également apporter davantage de données fondamentales 

dans l’étude des VEs microgliales que nous entendrons mettre à profit pour favoriser la 

neuroprotection dans une vision thérapeutique. 
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Annexe 1: Liste des protéines exclusives représentées dans les 
diagrammes de Venn correspondant à l'analyse des VEs de CHME3 
générée à partir de l'analyse des fractions SEC . 
 

Exclusives P1-EV- Exclusives P2-EV+ Common P1-EV- / P2-EV+ 

Uniprot ID Gene symbol Uniprot ID Gene symbol Uniprot ID Gene symbol 

P15924 DESP Q9GZQ8 MLP3B O00560 SDCB1 
Q02413 DSG1 Q99613 EIF3C O15427 MOT4 
Q08554 DSC1 O00159 MYO1C O43707 ACTN4 
Q5T749 KPRP O00186 STXB3 O43854 EDIL3 

  O00231 PSD11 Q99880 H2B1L 
  O00299 CLIC1 O75083 WDR1 
  O00410 IPO5 P00338 LDHA 
  O00469 PLOD2 P02751 FINC 
  O14672 ADA10 P02786 TFR1 
  O14745 NHRF1 P04075 ALDOA 
  O14786 NRP1 P04083 ANXA1 
  O14818 PSA7 P04406 G3P 
  O14828 SCAM3 P04899 GNAI2 
  O14908 GIPC1 P05023 AT1A1 
  O15031 PLXB2 P05556 ITB1 
  O15067 PUR4 P06733 ENOA 
  O15118 NPC1 P07195 LDHB 
  O15143 ARC1B P07237 PDIA1 
  O15144 ARPC2 P07355 ANXA2 
  O15162 PLS1 P07737 PROF1 
  O15400 STX7 P07900 HS90A 
  O15484 CAN5 P08133 ANXA6 
  O43175 SERA P08195 4F2 
  O43242 PSMD3 P08238 HS90B 
  O43657 TSN6 P08670 VIME 
  O43759 SNG1 P08758 ANXA5 
  O43795 MYO1B P09382 LEG1 
  O60443 GSDME Q99878 H2A1J 
  O60488 ACSL4 P62987 RL40 
  O60493 SNX3 P0DMV9 HS71B 
  O60701 UGDH P11021 BIP 
  O60716 CTND1 P11142 HSP7C 
  O60763 USO1 P12814 ACTN1 
  O75131 CPNE3 P13639 EF2 
  O75340 PDCD6 P14618 KPYM 
  O75367 H2AY P14923 PLAK 
  O75369 FLNB P16189 1A31 
  O75390 CISY P18085 ARF4 
  O75396 SC22B P21333 FLNA 
  O75695 XRP2 P23526 SAHH 
  O75874 IDHC P23528 COF1 
  O75923 DYSF P26006 ITA3 
  O75955 FLOT1 P26038 MOES 
  O95084 PRS23 P29401 TKT 
  O95297 MPZL1 P30101 PDIA3 
  O95373 IPO7 P30481 1B44 
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  O95782 AP2A1 P31946 1433B 
  O95819 M4K4 P35579 MYH9 
  O95865 DDAH2 P43121 MUC18 
  P00367 DHE3 P51148 RAB5C 
  P00387 NB5R3 P51149 RAB7A 
  P00491 PNPH P60174 TPIS 
  P00492 HPRT P60842 IF4A1 
  P00505 AATM P61224 RAP1B 
  P00533 EGFR P62258 1433E 
  P00558 PGK1 P62805 H4 
  P01111 RASN P62826 RAN 
  P01112 RASH P62873 GBB1 
  P02452 CO1A1 P62937 PPIA 
  P02649 APOE P63104 1433Z 
  P04080 CYTB P63261 ACTG 
  P04216 THY1 Q5VTE0 EF1A3 
  P04792 HSPB1 P68363 TBA1B 
  P04843 RPN1 P68371 TBB4B 
  P04844 RPN2 P68431 H31 
  P05026 AT1B1 Q00610 CLH1 
  P05067 A4 Q01650 LAT1 
  P05106 ITB3 Q01995 TAGL 
  P05161 ISG15 Q06830 PRDX1 
  P05198 IF2A Q08380 LG3BP 
  P05362 ICAM1 Q08431 MFGM 
  P05388 RLA0 Q14764 MVP 
  P05783 K1C18 Q9NQC3 RTN4 
  P06737 PYGL O00560 SDCB1 
  P06744 G6PI O15427 MOT4 
  P06753 TPM3 O43707 ACTN4 
  P06756 ITAV O43854 EDIL3 
  P07339 CATD Q99880 H2B1L 
  P07384 CAN1 O75083 WDR1 
  P07437 TBB5 P00338 LDHA 
  P07686 HEXB P02751 FINC 
  P07947 YES P02786 TFR1 
  P07954 FUMH P04075 ALDOA 
  P08123 CO1A2 P04083 ANXA1 
  P08174 DAF P04406 G3P 
  P08183 MDR1 P04899 GNAI2 
  P08237 PFKAM P05023 AT1A1 
  P08473 NEP P05556 ITB1 
  P08648 ITA5 P06733 ENOA 
  P08754 GNAI3 P07195 LDHB 
  P08865 RSSA P07237 PDIA1 
  P08962 CD63 P07355 ANXA2 
  P09104 ENOG P07737 PROF1 
  P09211 GSTP1 P07900 HS90A 
  P09417 DHPR P08133 ANXA6 
  P09525 ANXA4 P08195 4F2 
  P09543 CN37 P08238 HS90B 
  P09619 PGFRB P08670 VIME 
  P09936 UCHL1 P08758 ANXA5 
  P09972 ALDOC P09382 LEG1 
  P10301 RRAS Q99878 H2A1J 
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  P10644 KAP0 P62987 RL40 
  P10768 ESTD P0DMV9 HS71B 
  P10809 CH60 P11021 BIP 
  P11117 PPAL P11142 HSP7C 
  P11166 GTR1 P12814 ACTN1 
  P11169 GTR3 P13639 EF2 
  P11216 PYGB P14618 KPYM 
  P11233 RALA P14923 PLAK 
  P11234 RALB P16189 1A31 
  P11279 LAMP1 P18085 ARF4 
  P11413 G6PD P21333 FLNA 
  P11586 C1TC P23526 SAHH 
  P11766 ADHX P23528 COF1 
  P11940 PABP1 P26006 ITA3 
  P12004 PCNA P26038 MOES 
  P12236 ADT3 P29401 TKT 
  P12429 ANXA3 P30101 PDIA3 
  P12955 PEPD P30481 1B44 
  P12956 XRCC6 P31946 1433B 
  P13010 XRCC5 P35579 MYH9 
  P13473 LAMP2 P43121 MUC18 
  P13489 RINI P51148 RAB5C 
  P13612 ITA4 P51149 RAB7A 
  P13667 PDIA4 P60174 TPIS 
  P13693 TCTP P60842 IF4A1 
  P13797 PLST P61224 RAP1B 
  P13798 ACPH P62258 1433E 
  P13987 CD59 P62805 H4 
  P14314 GLU2B P62826 RAN 
  P14324 FPPS P62873 GBB1 
  P14625 ENPL P62937 PPIA 
  P14868 SYDC P63104 1433Z 
  P15121 ALDR P63261 ACTG 
  P15144 AMPN Q5VTE0 EF1A3 
  P15151 PVR P68363 TBA1B 
  P15311 EZRI P68371 TBB4B 
  P15531 NDKA P68431 H31 
  P15586 GNS Q00610 CLH1 
  P15880 RS2 Q01650 LAT1 
  P16070 CD44 Q01995 TAGL 
  P16144 ITB4 Q06830 PRDX1 
  P16152 CBR1 Q08380 LG3BP 
  P17174 AATC Q08431 MFGM 
  P17812 PYRG1 Q14764 MVP 
  P17813 EGLN Q9NQC3 RTN4 
  P17980 PRS6A   
  P17987 TCPA   
  P18124 RL7   
  P18206 VINC   
  P18669 PGAM1   
  P20020 AT2B1   
  P20073 ANXA7   
  P20340 RAB6A   
  P20591 MX1   
  P20618 PSB1   
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  P20645 MPRD   
  P21281 VATB2   
  P21291 CSRP1   
  P21399 ACOC   
  P21589 5NTD   
  P21796 VDAC1   
  P21926 CD9   
  P22234 PUR6   
  P22314 UBA1   
  P22392 NDKB   
  P23229 ITA6   
  P23284 PPIB   
  P23381 SYWC   
  P23396 RS3   
  P23634 AT2B4   
  P24534 EF1B   
  P25705 ATPA   
  P25786 PSA1   
  P25787 PSA2   
  P25788 PSA3   
  P25789 PSA4   
  P26232 CTNA2   
  P26373 RL13   
  P26639 SYTC   
  P26640 SYVC   
  P26641 EF1G   
  P27105 STOM   
  P27348 1433T   
  P27701 CD82   
  P27708 PYR1   
  P27797 CALR   
  P27824 CALX   
  P28066 PSA5   
  P28072 PSB6   
  P28074 PSB5   
  P28482 MK01   
  P28838 AMPL   
  P29144 TPP2   
  P29317 EPHA2   
  P29323 EPHB2   
  P29692 EF1D   
  P29728 OAS2   
  P29966 MARCS   
  P29972 AQP1   
  P29992 GNA11   
  P30040 ERP29   
  P30041 PRDX6   
  P30044 PRDX5   
  P30050 RL12   
  P30086 PEBP1   
  P30153 2AAA   
  P30453 1A34   
  P30530 UFO   
  P30566 PUR8   
  P30825 CTR1   



 

 304 

  P31150 GDIA   
  P31153 METK2   
  P31939 PUR9   
  P55795 HNRH2   
  P31948 STIP1   
  P32004 L1CAM   
  P32119 PRDX2   
  P33527 MRP1   
  P34932 HSP74   
  P35221 CTNA1   
  P35222 CTNB1   
  P35241 RADI   
  P35613 BASI   
  P35998 PRS7   
  P36578 RL4   
  P36873 PP1G   
  P37802 TAGL2   
  P37837 TALDO   
  P38606 VATA   
  P38646 GRP75   
  P39023 RL3   
  P39656 OST48   
  P40121 CAPG   
  P40227 TCPZ   
  P40261 NNMT   
  P40925 MDHC   
  P40926 MDHM   
  P41091 IF2G   
  P42224 STAT1   
  P42892 ECE1   
  P43007 SATT   
  P43490 NAMPT   
  P45880 VDAC2   
  P46776 RL27A   
  P46777 RL5   
  P46781 RS9   
  P46821 MAP1B   
  P46926 GNPI1   
  P46940 IQGA1   
  P46977 STT3A   
  P47755 CAZA2   
  P47756 CAPZB   
  P48449 ERG7   
  P48509 CD151   
  P48637 GSHB   
  P48643 TCPE   
  P49189 AL9A1   
  P49327 FAS   
  P49368 TCPG   
  P49411 EFTU   
  P49419 AL7A1   
  P49588 SYAC   
  P49591 SYSC   
  P49720 PSB3   
  P49755 TMEDA   
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  P49915 GUAA   
  P50148 GNAQ   
  P50281 MMP14   
  P50395 GDIB   
  P50454 SERPH   
  P50502 F10A1   
  P50990 TCPQ   
  P50991 TCPD   
  P50995 ANX11   
  P51153 RAB13   
  P51570 GALK1   
  P51809 VAMP7   
  P52209 6PGD   
  P52292 IMA1   
  P52565 GDIR1   
  P52907 CAZA1   
  P53004 BIEA   
  P53396 ACLY   
  P53621 COPA   
  P53794 SC5A3   
  P53801 PTTG   
  P53985 MOT1   
  P53990 IST1   
  P54136 SYRC   
  P54289 CA2D1   
  P54709 AT1B3   
  P54920 SNAA   
  P55060 XPO2   
  P55072 TERA   
  P55209 NP1L1   
  P55290 CAD13   
  P55786 PSA   
  P55884 EIF3B   
  P56537 IF6   
  P57088 TMM33   
  P59998 ARPC4   
  P60033 CD81   
  P60228 EIF3E   
  P60520 GBRL2   
  P60660 MYL6   
  P60866 RS20   
  P60891 PRPS1   
  P60900 PSA6   
  P60953 CDC42   
  P60981 DEST   
  P61006 RAB8A   
  P61019 RAB2A   
  P61020 RAB5B   
  P61026 RAB10   
  P61088 UBE2N   
  P61106 RAB14   
  P61158 ARP3   
  P61160 ARP2   
  P61163 ACTZ   
  P84077 ARF1   
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  P61353 RL27   
  P61421 VA0D1   
  P61586 RHOA   
  P61604 CH10   
  P61764 STXB1   
  P61769 B2MG   
  P61978 HNRPK   
  P61981 1433G   
  P62070 RRAS2   
  P62136 PP1A   
  P62140 PP1B   
  P62195 PRS8   
  P62241 RS8   
  P62249 RS16   
  P62280 RS11   
  P62330 ARF6   
  P62333 PRS10   
  P62424 RL7A   
  P62701 RS4X   
  P67775 PP2AA   
  P62820 RAB1A   
  P62829 RL23   
  P62879 GBB2   
  P62917 RL8   
  P62942 FKB1A   
  P63000 RAC1   
  P63092 GNAS2   
  P63096 GNAI1   
  Q6IS14 IF5AL   
  P63244 RACK1   
  P67809 YBOX1   
  P68133 ACTS   
  P68366 TBA4A   
  Q8NEV1 CSK23   
  P78371 TCPB   
  P78417 GSTO1   
  P81605 DCD   
  P84095 RHOG   
  Q00325 MPCP   
  Q01518 CAP1   
  Q01628 IFM3   
  Q01813 PFKAP   
  Q02790 FKBP4   
  Q02878 RL6   
  Q03135 CAV1   
  Q03405 UPAR   
  Q04760 LGUL   
  Q04917 1433F   
  Q05682 CALD1   
  Q06210 GFPT1   
  Q06323 PSME1   
  Q07020 RL18   
  Q07021 C1QBP   
  Q07065 CKAP4   
  Q08209 PP2BA   
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  Q08722 CD47   
  Q09666 AHNK   
  Q10567 AP1B1   
  Q12765 SCRN1   
  Q12792 TWF1   
  Q12846 STX4   
  Q12959 DLG1   
  Q13098 CSN1   
  Q13131 AAPK1   
  Q13137 CACO2   
  Q13162 PRDX4   
  Q13200 PSMD2   
  Q13277 STX3   
  Q13308 PTK7   
  Q13347 EIF3I   
  Q13443 ADAM9   
  Q13501 SQSTM   
  Q13530 SERC3   
  Q13561 DCTN2   
  Q13637 RAB32   
  Q13683 ITA7   
  Q13740 CD166   
  Q13813 SPTN1   
  Q14019 COTL1   
  Q14103 HNRPD   
  Q14108 SCRB2   
  Q14152 EIF3A   
  Q14160 SCRIB   
  Q14247 SRC8   
  Q14254 FLOT2   
  Q14315 FLNC   
  Q14332 FZD2   
  Q14344 GNA13   
  Q14697 GANAB   
  Q14699 RFTN1   
  Q14847 LASP1   
  Q14974 IMB1   
  Q15019 37500   
  Q15036 SNX17   
  Q15043 S39AE   
  Q15084 PDIA6   
  Q15147 PLCB4   
  Q15286 RAB35   
  Q15293 RCN1   
  Q15365 PCBP1   
  Q15366 PCBP2   
  Q15392 DHC24   
  Q15631 TSN   
  Q15691 MARE1   
  Q15758 AAAT   
  Q15833 STXB2   
  Q15907 RB11B   
  Q16181 39326   
  Q16222 UAP1   
  Q16531 DDB1   
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  Q16555 DPYL2   
  Q16563 SYPL1   
  Q16643 DREB   
  Q16658 FSCN1   
  Q5VW32 BROX   
  Q5ZPR3 CD276   
  Q6DD88 ATLA3   
  Q6IAA8 LTOR1   
  Q6NZI2 CAVN1   
  Q6P9B6 TLDC1   
  Q6PIU2 NCEH1   
  Q6UVY6 MOXD1   
  Q6ZUX7 LHPL2   
  Q7KZF4 SND1   
  Q7L576 CYFP1   
  Q7Z5G4 GOGA7   
  Q86VP1 TAXB1   
  Q86VP6 CAND1   
  Q8IV08 PLD3   
  Q8IWA5 CTL2   
  Q8N5I2 ARRD1   
  Q8NBI5 S43A3   
  Q8NBS9 TXND5   
  Q8NFJ5 RAI3   
  Q8NG11 TSN14   
  Q8TB61 S35B2   
  Q8TCT9 HM13   
  Q8WUM4 PDC6I   
  Q8WV92 MITD1   
  Q8WWI5 CTL1   
  Q92542 NICA   
  Q92598 HS105   
  Q92692 NECT2   
  Q92930 RAB8B   
  Q93050 VPP1   
  Q969P0 IGSF8   
  Q96AC1 FERM2   
  Q96BJ3 AIDA   
  Q96FN4 CPNE2   
  Q96FW1 OTUB1   
  Q96J02 ITCH   
  Q96KP4 CNDP2   
  Q96P70 IPO9   
  Q96PD2 DCBD2   
  Q96QD8 S38A2   
  Q96QK1 VPS35   
  Q96RT1 ERBIN   
  Q96TA1 NIBL1   
  Q99497 PARK7   
  Q99536 VAT1   
  Q99733 NP1L4   
  Q99805 TM9S2   
  Q99808 S29A1   
  Q99816 TS101   
  Q99829 CPNE1   
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  Q99832 TCPH   
  Q9BR76 COR1B   
  Q9BSJ8 ESYT1   
  Q9BTU6 P4K2A   
  Q9BUF5 TBB6   
  Q9BVA1 TBB2B   
  Q9BWD1 THIC   
  Q9BX67 JAM3   
  Q9BZG1 RAB34   
  Q9BZQ8 NIBAN   
  Q9C0H2 TTYH3   
  Q9GZM7 TINAL   
  Q9H0U4 RAB1B   
  Q9H223 EHD4   
  Q9H444 CHM4B   
  Q9H4G4 GAPR1   
  Q9H4M9 EHD1   
  Q9NP72 RAB18   
  Q9NPH2 INO1   
  Q9NRV9 HEBP1   
  Q9NRX5 SERC1   
  Q9NRY6 PLS3   
  Q9NS93 TM7S3   
  Q9NTK5 OLA1   
  Q9NUM4 T106B   
  Q9NUP9 LIN7C   
  Q9NUQ9 FA49B   
  Q9NVA2 40787   
  Q9NVJ2 ARL8B   
  Q9NVM1 EVA1B   
  Q9NY33 DPP3   
  Q9NY35 CLDN1   
  Q9NZM1 MYOF   
  Q9NZN3 EHD3   
  Q9NZN4 EHD2   
  Q9P265 DIP2B   
  Q9P2B2 FPRP   
  Q9UBI6 GBG12   
  Q9UBV8 PEF1   
  Q9UGV2 NDRG3   
  Q9UHD8 40057   
  Q9UHN6 CEIP2   
  Q9UIQ6 LCAP   
  Q9UJ70 NAGK   
  Q9UJU6 DBNL   
  Q9UKK3 PARP4   
  Q9UKS6 PACN3   
  Q9UL25 RAB21   
  Q9ULV4 COR1C   
  Q9UN37 VPS4A   
  Q9UNE7 CHIP   
  Q9UNZ2 NSF1C   
  Q9UQ80 PA2G4   
  Q9Y230 RUVB2   
  Q9Y262 EIF3L   
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  Q9Y265 RUVB1   
  Q9Y266 NUDC   
  Q9Y281 COF2   
  Q9Y2A7 NCKP1   
  Q9Y376 CAB39   
  Q9Y3L5 RAP2C   
  Q9Y490 TLN1   
  Q9Y4F1 FARP1   
  Q9Y4K0 LOXL2   
  Q9Y4L1 HYOU1   
  Q9Y617 SERC   
  Q9Y639 NPTN   
  Q9Y696 CLIC4   
  Q9Y6M5 ZNT1   
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Annexe 2: Liste des protéines exclusives représentées dans les 
diagrammes de Venn correspondant à l'analyse des VEs de CHME3 
générée à partir de l'analyse des fractions SEC. 
 

Exclusives P2-EV+ Exclusives P3-EV- Common P2-EV+ / P3-EV- 

Uniprot ID Gene symbol Uniprot ID Gene symbol Uniprot ID Gene symbol 

Q9GZQ8 MAP1LC3B O00391 QSOX1 O00560 SDCB1 
Q99613 EIF3C O00754 MAN2B1 O14818 PSA7 
O00159 MYO1C O14773 TPP1 O43707 ACTN4 
O00186 STXBP3 O95445 APOM O43854 EDIL3 
O00231 PSMD11 O95497 VNN1 O60701 UGDH 
O00299 CLIC1 P00966 ASS1 Q99880 H2B1L 
O00410 IPO5 P01024 C3 O75083 WDR1 
O00469 PLOD2 P01033 TIMP1 O75874 IDHC 
O14672 ADAM10 P02753 RBP4 P00338 LDHA 
O14745 SLC9A3R1 P02794 FTH1 P00558 PGK1 
O14786 NRP1 P05121 SERPINE1 P02452 CO1A1 
O14828 SCAMP3 P07996 THBS1 P02649 APOE 
O14908 GIPC1 P09486 SPARC P02751 FINC 
O15031 PLXNB2 P0C0L4 C4A P04075 ALDOA 
O15067 PFAS P11717 IGF2R P04406 G3P 
O15118 NPC1 P12109 COL6A1 P06733 ENOA 
O15143 ARPC1B P20742 PZP P06737 PYGL 
O15144 ARPC2 P28070 PSMB4 P07195 LDHB 
O15162 PLSCR1 P35442 THBS2 P07339 CATD 
O15400 STX7 Q04756 HGFAC P07355 ANXA2 
O15427 SLC16A3 Q06828 FMOD P07437 TBB5 
O15484 CAPN5 Q12841 FSTL1 P07686 HEXB 
O43175 PHGDH Q12860 CNTN1 P07900 HS90A 
O43242 PSMD3 Q15582 TGFBI P08123 CO1A2 
O43657 TSPAN6 Q6ZMU1 C3P1 P08238 HS90B 
O43759 SYNGR1 Q92820 GGH P08758 ANXA5 
O43795 MYO1B Q9UI42 CPA4 P08865 RSSA 
O60443 GSDME   Q99878 H2A1J 
O60488 ACSL4   P0DMV9 HS71B 
O60493 SNX3   P11021 BIP 
O60716 CTNND1   P11142 HSP7C 
O60763 USO1   P11216 PYGB 
O75131 CPNE3   P12814 ACTN1 
O75340 PDCD6   P13639 EF2 
O75367 H2AFY   P14618 KPYM 
O75369 FLNB   P15531 NDKA 
O75390 CS   P18206 VINC 
O75396 SEC22B   P18669 PGAM1 
O75695 RP2   P20618 PSB1 
O75923 DYSF   P23526 SAHH 
O75955 FLOT1   P25786 PSA1 
O95084 PRSS23   P25788 PSA3 
O95297 MPZL1   P25789 PSA4 
O95373 IPO7   P26038 MOES 
O95782 AP2A1   P26641 EF1G 
O95819 MAP4K4   P28066 PSA5 
O95865 DDAH2   P31946 1433B 
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P00367 GLUD1   P35579 MYH9 
P00387 CYB5R3   P49327 FAS 
P00491 PNP   P49720 PSB3 
P00492 HPRT1   P51570 GALK1 
P00505 GOT2   P53396 ACLY 
P00533 EGFR   P55072 TERA 
P01111 NRAS   P60174 TPIS 
P01112 HRAS   P60842 IF4A1 
P02786 TFRC   P60900 PSA6 
P04080 CSTB   P84077 ARF1 
P04083 ANXA1   P62258 1433E 
P04216 THY1   P62805 H4 
P04792 HSPB1   P62826 RAN 
P04843 RPN1   P63104 1433Z 
P04844 RPN2   P63261 ACTG 
P04899 GNAI2   Q5VTE0 EF1A3 
P05023 ATP1A1   P68363 TBA1B 
P05026 ATP1B1   P68366 TBA4A 
P05067 APP   P68371 TBB4B 
P05106 ITGB3   P68431 H31 
P05161 ISG15   Q00610 CLH1 
P05198 EIF2S1   Q08380 LG3BP 
P05362 ICAM1   Q08431 MFGM 
P05388 RPLP0   Q14974 IMB1 
P05556 ITGB1   Q86VP6 CAND1 
P05783 KRT18     
P06744 GPI     
P06753 TPM3     
P06756 ITGAV     
P07237 P4HB     
P07384 CAPN1     
P07737 PFN1     
P07947 YES1     
P07954 FH     
P08133 ANXA6     
P08174 CD55     
P08183 ABCB1     
P08195 SLC3A2     
P08237 PFKM     
P08473 MME     
P08648 ITGA5     
P08670 VIM     
P08754 GNAI3     
P08962 CD63     
P09104 ENO2     
P09211 GSTP1     
P09382 LGALS1     
P09417 QDPR     
P09525 ANXA4     
P09543 CNP     
P09619 PDGFRB     
P09936 UCHL1     
P09972 ALDOC     
P62987 UBA52     
P10301 RRAS     
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P10644 PRKAR1A     
P10768 ESD     
P10809 HSPD1     
P11117 ACP2     
P11166 SLC2A1     
P11169 SLC2A3     
P11233 RALA     
P11234 RALB     
P11279 LAMP1     
P11413 G6PD     
P11586 MTHFD1     
P11766 ADH5     
P11940 PABPC1     
P12004 PCNA     
P12236 SLC25A6     
P12429 ANXA3     
P12955 PEPD     
P12956 XRCC6     
P13010 XRCC5     
P13473 LAMP2     
P13489 RNH1     
P13612 ITGA4     
P13667 PDIA4     
P13693 TPT1     
P13797 PLS3     
P13798 APEH     
P13987 CD59     
P14314 PRKCSH     
P14324 FDPS     
P14625 HSP90B1     
P14868 DARS     
P14923 JUP     
P15121 AKR1B1     
P15144 ANPEP     
P15151 PVR     
P15311 EZR     
P15586 GNS     
P15880 RPS2     
P16070 CD44     
P16144 ITGB4     
P16152 CBR1     
P16189 HLA-A     
P17174 GOT1     
P17812 CTPS1     
P17813 ENG     
P17980 PSMC3     
P17987 TCP1     
P18085 ARF4     
P18124 RPL7     
P20020 ATP2B1     
P20073 ANXA7     
P20340 RAB6A     
P20591 MX1     
P20645 M6PR     
P21281 ATP6V1B2     
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P21291 CSRP1     
P21333 FLNA     
P21399 ACO1     
P21589 NT5E     
P21796 VDAC1     
P21926 CD9     
P22234 PAICS     
P22314 UBA1     
P22392 NME2     
P23229 ITGA6     
P23284 PPIB     
P23381 WARS     
P23396 RPS3     
P23528 CFL1     
P23634 ATP2B4     
P24534 EEF1B2     
P25705 ATP5F1A     
P25787 PSMA2     
P26006 ITGA3     
P26232 CTNNA2     
P26373 RPL13     
P26639 TARS     
P26640 VARS     
P27105 STOM     
P27348 YWHAQ     
P27701 CD82     
P27708 CAD     
P27797 CALR     
P27824 CANX     
P28072 PSMB6     
P28074 PSMB5     
P28482 MAPK1     
P28838 LAP3     
P29144 TPP2     
P29317 EPHA2     
P29323 EPHB2     
P29401 TKT     
P29692 EEF1D     
P29728 OAS2     
P29966 MARCKS     
P29972 AQP1     
P29992 GNA11     
P30040 ERP29     
P30041 PRDX6     
P30044 PRDX5     
P30050 RPL12     
P30086 PEBP1     
P30101 PDIA3     
P30153 PPP2R1A     
P30453 HLA-A     
P30481 HLA-B     
P30530 AXL     
P30566 ADSL     
P30825 SLC7A1     
P31150 GDI1     
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P31153 MAT2A     
P31939 ATIC     
P55795 HNRNPH2     
P31948 STIP1     
P32004 L1CAM     
P32119 PRDX2     
P33527 ABCC1     
P34932 HSPA4     
P35221 CTNNA1     
P35222 CTNNB1     
P35241 RDX     
P35613 BSG     
P35998 PSMC2     
P36578 RPL4     
P36873 PPP1CC     
P37802 TAGLN2     
P37837 TALDO1     
P38606 ATP6V1A     
P38646 HSPA9     
P39023 RPL3     
P39656 DDOST     
P40121 CAPG     
P40227 CCT6A     
P40261 NNMT     
P40925 MDH1     
P40926 MDH2     
P41091 EIF2S3     
P42224 STAT1     
P42892 ECE1     
P43007 SLC1A4     
P43121 MCAM     
P43490 NAMPT     
P45880 VDAC2     
P46776 RPL27A     
P46777 RPL5     
P46781 RPS9     
P46821 MAP1B     
P46926 GNPDA1     
P46940 IQGAP1     
P46977 STT3A     
P47755 CAPZA2     
P47756 CAPZB     
P48449 LSS     
P48509 CD151     
P48637 GSS     
P48643 CCT5     
P49189 ALDH9A1     
P49368 CCT3     
P49411 TUFM     
P49419 ALDH7A1     
P49588 AARS     
P49591 SARS     
P49755 TMED10     
P49915 GMPS     
P50148 GNAQ     
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P50281 MMP14     
P50395 GDI2     
P50454 SERPINH1     
P50502 ST13     
P50990 CCT8     
P50991 CCT4     
P50995 ANXA11     
P51148 RAB5C     
P51149 RAB7A     
P51153 RAB13     
P51809 VAMP7     
P52209 PGD     
P52292 KPNA2     
P52565 ARHGDIA     
P52907 CAPZA1     
P53004 BLVRA     
P53621 COPA     
P53794 SLC5A3     
P53801 PTTG1IP     
P53985 SLC16A1     
P53990 IST1     
P54136 RARS     
P54289 CACNA2D1     
P54709 ATP1B3     
P54920 NAPA     
P55060 CSE1L     
P55209 NAP1L1     
P55290 CDH13     
P55786 NPEPPS     
P55884 EIF3B     
P56537 EIF6     
P57088 TMEM33     
P59998 ARPC4     
P60033 CD81     
P60228 EIF3E     
P60520 GABARAPL2     
P60660 MYL6     
P60866 RPS20     
P60891 PRPS1     
P60953 CDC42     
P60981 DSTN     
P61006 RAB8A     
P61019 RAB2A     
P61020 RAB5B     
P61026 RAB10     
P61088 UBE2N     
P61106 RAB14     
P61158 ACTR3     
P61160 ACTR2     
P61163 ACTR1A     
P61224 RAP1B     
P61353 RPL27     
P61421 ATP6V0D1     
P61586 RHOA     
P61604 HSPE1     
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P61764 STXBP1     
P61769 B2M     
P61978 HNRNPK     
P61981 YWHAG     
P62070 RRAS2     
P62136 PPP1CA     
P62140 PPP1CB     
P62195 PSMC5     
P62241 RPS8     
P62249 RPS16     
P62280 RPS11     
P62330 ARF6     
P62333 PSMC6     
P62424 RPL7A     
P62701 RPS4X     
P67775 PPP2CA     
P62820 RAB1A     
P62829 RPL23     
P62873 GNB1     
P62879 GNB2     
P62917 RPL8     
P62937 PPIA     
P62942 FKBP1A     
P63000 RAC1     
P63092 GNAS     
P63096 GNAI1     
Q6IS14 EIF5AL1     
P63244 RACK1     
P67809 YBX1     
P68133 ACTA1     
Q8NEV1 CSNK2A3     
P78371 CCT2     
P78417 GSTO1     
P81605 DCD     
P84095 RHOG     
Q00325 SLC25A3     
Q01518 CAP1     
Q01628 IFITM3     
Q01650 SLC7A5     
Q01813 PFKP     
Q01995 TAGLN     
Q02790 FKBP4     
Q02878 RPL6     
Q03135 CAV1     
Q03405 PLAUR     
Q04760 GLO1     
Q04917 YWHAH     
Q05682 CALD1     
Q06210 GFPT1     
Q06323 PSME1     
Q06830 PRDX1     
Q07020 RPL18     
Q07021 C1QBP     
Q07065 CKAP4     
Q08209 PPP3CA     
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Q08722 CD47     
Q09666 AHNAK     
Q10567 AP1B1     
Q12765 SCRN1     
Q12792 TWF1     
Q12846 STX4     
Q12959 DLG1     
Q13098 GPS1     
Q13131 PRKAA1     
Q13137 CALCOCO2     
Q13162 PRDX4     
Q13200 PSMD2     
Q13277 STX3     
Q13308 PTK7     
Q13347 EIF3I     
Q13443 ADAM9     
Q13501 SQSTM1     
Q13530 SERINC3     
Q13561 DCTN2     
Q13637 RAB32     
Q13683 ITGA7     
Q13740 ALCAM     
Q13813 SPTAN1     
Q14019 COTL1     
Q14103 HNRNPD     
Q14108 SCARB2     
Q14152 EIF3A     
Q14160 SCRIB     
Q14247 CTTN     
Q14254 FLOT2     
Q14315 FLNC     
Q14332 FZD2     
Q14344 GNA13     
Q14697 GANAB     
Q14699 RFTN1     
Q14764 MVP     
Q14847 LASP1     
Q15019 37500     
Q15036 SNX17     
Q15043 SLC39A14     
Q15084 PDIA6     
Q15147 PLCB4     
Q15286 RAB35     
Q15293 RCN1     
Q15365 PCBP1     
Q15366 PCBP2     
Q15392 DHCR24     
Q15631 TSN     
Q15691 MAPRE1     
Q15758 SLC1A5     
Q15833 STXBP2     
Q15907 RAB11B     
Q16181 39326     
Q16222 UAP1     
Q16531 DDB1     
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Q16555 DPYSL2     
Q16563 SYPL1     
Q16643 DBN1     
Q16658 FSCN1     
Q5VW32 BROX     
Q5ZPR3 CD276     
Q6DD88 ATL3     
Q6IAA8 LAMTOR1     
Q6NZI2 CAVIN1     
Q6P9B6 MEAK7     
Q6PIU2 NCEH1     
Q6UVY6 MOXD1     
Q6ZUX7 LHFPL2     
Q7KZF4 SND1     
Q7L576 CYFIP1     
Q7Z5G4 GOLGA7     
Q86VP1 TAX1BP1     
Q8IV08 PLD3     
Q8IWA5 SLC44A2     
Q8N5I2 ARRDC1     
Q8NBI5 SLC43A3     
Q8NBS9 TXNDC5     
Q8NFJ5 GPRC5A     
Q8NG11 TSPAN14     
Q8TB61 SLC35B2     
Q8TCT9 HM13     

Q8WUM4 PDCD6IP     
Q8WV92 MITD1     
Q8WWI5 SLC44A1     
Q92542 NCSTN     
Q92598 HSPH1     
Q92692 NECTIN2     
Q92930 RAB8B     
Q93050 ATP6V0A1     
Q969P0 IGSF8     
Q96AC1 FERMT2     
Q96BJ3 AIDA     
Q96FN4 CPNE2     
Q96FW1 OTUB1     
Q96J02 ITCH     
Q96KP4 CNDP2     
Q96P70 IPO9     
Q96PD2 DCBLD2     
Q96QD8 SLC38A2     
Q96QK1 VPS35     
Q96RT1 ERBIN     
Q96TA1 FAM129B     
Q99497 PARK7     
Q99536 VAT1     
Q99733 NAP1L4     
Q99805 TM9SF2     
Q99808 SLC29A1     
Q99816 TSG101     
Q99829 CPNE1     
Q99832 CCT7     
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Q9BR76 CORO1B     
Q9BSJ8 ESYT1     
Q9BTU6 PI4K2A     
Q9BUF5 TUBB6     
Q9BVA1 TUBB2B     
Q9BWD1 ACAT2     
Q9BX67 JAM3     
Q9BZG1 RAB34     
Q9BZQ8 FAM129A     
Q9C0H2 TTYH3     
Q9GZM7 TINAGL1     
Q9H0U4 RAB1B     
Q9H223 EHD4     
Q9H444 CHMP4B     
Q9H4G4 GLIPR2     
Q9H4M9 EHD1     
Q9NP72 RAB18     
Q9NPH2 ISYNA1     
Q9NQC3 RTN4     
Q9NRV9 HEBP1     
Q9NRX5 SERINC1     
Q9NRY6 PLSCR3     
Q9NS93 TM7SF3     
Q9NTK5 OLA1     

Q9NUM4 TMEM106B     
Q9NUP9 LIN7C     
Q9NUQ9 FAM49B     
Q9NVA2 40787     
Q9NVJ2 ARL8B     

Q9NVM1 EVA1B     
Q9NY33 DPP3     
Q9NY35 CLDND1     
Q9NZM1 MYOF     
Q9NZN3 EHD3     
Q9NZN4 EHD2     
Q9P265 DIP2B     
Q9P2B2 PTGFRN     
Q9UBI6 GNG12     
Q9UBV8 PEF1     
Q9UGV2 NDRG3     
Q9UHD8 40057     
Q9UHN6 CEMIP2     
Q9UIQ6 LNPEP     
Q9UJ70 NAGK     
Q9UJU6 DBNL     
Q9UKK3 PARP4     
Q9UKS6 PACSIN3     
Q9UL25 RAB21     
Q9ULV4 CORO1C     
Q9UN37 VPS4A     
Q9UNE7 STUB1     
Q9UNZ2 NSFL1C     
Q9UQ80 PA2G4     
Q9Y230 RUVBL2     
Q9Y262 EIF3L     
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Q9Y265 RUVBL1     
Q9Y266 NUDC     
Q9Y281 CFL2     
Q9Y2A7 NCKAP1     
Q9Y376 CAB39     
Q9Y3L5 RAP2C     
Q9Y490 TLN1     
Q9Y4F1 FARP1     
Q9Y4K0 LOXL2     
Q9Y4L1 HYOU1     
Q9Y617 PSAT1     
Q9Y639 NPTN     
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Annexe 3: Liste des protéines sur-représentées dans les heat-maps 
correspondant à l'analyse des VEs de CHME3 générée à partir de 
l'analyse des fractions P1-EV- et P2-EV+.  
 

Proteins over-represented P2-
EV+ 

Proteins over-represented P2-
EV+ 

Proteins over-represented P1-
EV- 

Uniprot ID Gene symbol Uniprot ID Gene symbol Uniprot ID Gene symbol 
P68431 HIST1H3A P51148 RAB5C P14923 PLAK 
P18085 ARF4 P04406 GAPDH   
P16189 HLA-A P30101 PDIA3   
P02751 FN1 P61224 RAP1B   
P07900 HSP90AA1 P62873 GNB1   
P68363 TUBA1B Q99880 HIST1H2BL   
P11021 HSPA5 Q01650 SLC7A5   
P04075 ALDOA P23528 CFL1   

Q9NQC3 RTN4 P31946 YWHAB   
P07195 LDHB P07737 PFN1   
P23526 AHCY P63104 YWHAZ   
P05556 ITGB1 Q06830 PRDX1   
Q08431 MFGE8 P00338 LDHA   
Q5VTE0 EEF1A1P5 P12814 ACTN1   
Q08380 LGALS3BP P07237 P4HB   
P06733 ENO1 Q14764 MVP   
P11142 HSPA8 P04083 ANXA1   
P05023 ATP1A1 P30481 HLA-B   
P68371 TUBB4B P62987 UBA52   
O75083 WDR1 P04899 GNAI2   
P29401 TKT P43121 MCAM   
Q00610 CLTC P14618 PKM   
P08238 HSP90AB1 Q01995 TAGLN   
P35579 MYH9 O43854 EDIL3   
P08758 ANXA5 P63261 ACTG1   
P02786 TFRC P07355 ANXA2   
O43707 ACTN4 P26006 ITGA3   
P62937 PPIA P08133 ANXA6   
P21333 FLNA O15427 SLC16A3   
P08195 SLC3A2 P13639 EEF2   
P51149 RAB7A P60174 TPI1   
P26038 MSN P60842 EIF4A1   

P0DMV9 HSPA1B Q99878 HIST1H2AJ   
P62258 YWHAE P62805 HIST4H4   
P09382 LGALS1 P62826 RAN   

  O00560 SDCBP   
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Annexe 4 : Liste des protéines sur-représentées dans les heat-maps 
correspondant à l'analyse des VEs de CHME3 générée à partir de 
l'analyse des fractions P2-EV+ et P3-EV-. 
 

Proteins over-represented P2-
EV+ 

Proteins over-represented P2-
EV+ 

Proteins over-represented P3-
EV- 

Uniprot ID Gene symbol Uniprot ID Gene symbol Uniprot ID Gene symbol 
P25789 PSMA4 P18206 VCL P08123 COL1A2 
P28066 PSMA5 P23526 AHCY   
Q08380 LGALS3BP Q99880 HIST1H2BL   
P02452 COL1A1 P07437 TUBB   
P49327 FASN O75874 IDH1   
P25788 PSMA3 Q00610 CLTC   
P02649 APOE P35579 MYH9   
Q86VP6 CAND1 P07900 HSP90AA1   
P60900 PSMA6 P07195 LDHB   
O60701 UGDH P00558 PGK1   
P07339 CTSD O43707 ACTN4   
P68431 HIST1H3A P68363 TUBA1B   
P26641 EEF1G Q14974 KPNB1   
P06737 PYGL P68371 TUBB4B   
P49720 PSMB3 P63261 ACTG1   
P60842 EIF4A1 P60174 TPI1   
P08238 HSP90AB1 P07355 ANXA2   
P55072 VCP P00338 LDHA   
P53396 ACLY Q08431 MFGE8   
P25786 PSMA1 P14618 PKM   
P18669 PGAM1 Q99878 HIST1H2AJ   
P26038 MSN P62258 YWHAE   
O14818 PSMA7 P04406 GAPDH   
P15531 NME1 P63104 YWHAZ   
P12814 ACTN1 Q5VTE0 EEF1A1P5   
P20618 PSMB1 P62805 HIST1H4A   
P08865 RPSA O43854 EDIL3   
O75083 WDR1 P06733 ENO1   
P62826 RAN P11142 HSPA8   
P31946 YWHAB P08758 ANXA5   
P13639 EEF2 P04075 ALDOA   
P11021 HSPA5 O00560 SDCBP   

P0DMV9 HSPA1B     
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Annexe 5: Listes des protéines communes entre P2-EV+ (CHME3) et la 
base de données Exocarta. 
 

Uniprot ID Gene Symbol Uniprot ID Gene Symbol 
P22314 ACTN4 P63104 YWHAZ 

P07355 ANXA2 P06733 ENO1 

P63000 RAC1 Q04917 YWHAH 

P13639 EEF2 P27105 STOM 

P61981 YWHAG Q9P2B2 PTGFRN 

P26038 MSN P17987 TCP1 

P22314 UBA1 P13473 LAMP2 

Q08431 MFGE8 P14618 PKM 

O00560 SDCBP O75955 FLOT1 

P63092 GNAS P00338 LDHA 

P60174 TPI1 P48643 CCT5 

P62258 YWHAE P62820 RAB1A 

P11021 HSPA5 P60953 CDC42 

P27348 YWHAQ P23229 ITGA6 

P78371 CCT2 Q8WUM4 PDCD6IP 

P35579 MYH9 P21926 CD9 

P08962 CD63 P04406 GAPDH 

Q9H223 EHD4 P62805 HIST1H4A 

P61106 RAB14 P09525 ANXA4 

P07195 LDHB P62879 GNB2 

Q99816 TSG101 P63261 ACTG1 

P61020 RAB5B P04075 ALDOA 

P15311 EZR O00299 CLIC1 

P08238 HSP90AB1 P53985 SLC16A1 

P49368 CCT3 Q00610 CLTC 

P60033 CD81 P08758 ANXA5 

P61586 RHOA P62826 RAN 

P11142 HSPA8 P50995 ANXA11 

P23526 AHCY P35613 BSG 

P50395 GDI2 P07900 HSP90AA1 

P68363 TUBA1B P31946 YWHAB 

P32119 PRDX2 P61006 RAB8A 
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Annexe 6: Droits d’auteur des images 
 
Figure 1  
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Figure 2 à 6 
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Figure 10
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Figure 11 à 13 
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Figure 26:  

 
  



 

 333 

Annexe 7: Portfolio des formations doctorales 
 



 

 334 
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Annexe 8: Matériels et méthodes utilisés dans les perspectives de la 
partie III.  
 
Cultures des lignées cellulaires microgliales BV2 et CHME3 

La lignée cellulaire BV2 est issue de la transformation de cellules microgliales de souris avec 

un rétrovirus recombinant. La lignée est cultivée dans un flask T75 cm2 (Sartsted, Nümbrecht, 

Allemagne) avec du milieu composé de RMPI, 10% de sérum de veau fœtal sans exosomes 

(SBI System Bioscience, CA Palo Alto, USA), L-glutamine (2mM) et 100 UI/ mL de pénicilline, 

de 100 µg/ml de streptomycine. Une fois les cellules arrivées à confluence, deux rinçages au 

PBS (Phosphate Buffer Saline) (Thermo Fisher Scientific, Waltham MA, USA) sont effectués, 

puis les cellules sont détachées à l'aide de trypsine-EDTA 0,25 % (Thermo Fisher Scientific, 

Waltham MA, USA)  pendant 2 min à 37°C, centrifugées à 1000g, comptées en cellules de 

Malassez et sont ensuite transférées dans un nouveau flask T75 cm2 (Sartsted, Nümbrecht, 

Allemagne) à une quantité finale de 1 million de cellule dans le flask.  

La lignée cellulaire CHME3 est issue de l’immortalisation avec un virus d'une culture primaire 

de microglie dérivée du cerveau fœtal. La lignée est cultivée dans un flask T75 cm2 (Sartsted, 

Nümbrecht, Allemagne) avec du milieu composé de DMEM, 10% de sérum de veau fœtal sans 

exosomes (SBI System Bioscience, CA Palo Alto, USA), L-glutamine (2mM), de Hepes (10 mM), 

100 UI/ mL de pénicilline et de 100 µg/ml de streptomycine. Une fois les cellules arrivées à 

confluence, deux rinçages au PBS (Thermo Fisher Scientific, Waltham MA, USA) sont effectués, 

puis les cellules sont détachées à l'aide de trypsine-EDTA 0,25 % (Thermo Fisher Scientific, 

Waltham MA, USA) pendant 2 min à 37°C, centrifugées à 1200g, comptées en cellules de 

Malassez et sont ensuite transférées dans un flask T75 cm2 (Sartsted, Nümbrecht, Allemagne) 

à une quantité finale de 1 million de cellules dans un flask T75 cm2 (Sartsted, Nümbrecht, 

Allemagne). 

Étude de l’effet des VEs sur la croissance neuritique  
 
Les neurones primaires de rat ont été préparés comme décrit dans la publication 5 et placés 

dans une plaque de culture LabTek 8 puits (Nunc, Thermo Fisher Scientific, Waltham MA, USA) 

à une concentration de 50 000 cellules/puits. A DIV 3, sont ajoutés à la culture de neurones 

106 VEs microgliales (BV2 ou CHME3) par puit. Après 48h de culture, les cellules sont fixées 
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avec du PFA à 4% pendant 20 min. Après 3 lavages avec du PBS, les cellules sont incubées avec 

de la phalloïdine couplé à la tétraméthylrhodamine B pendant 30 min à 4°C pour évaluer la 

longueur des neurites. Après 3 lavages avec du PBS, les noyaux sont colorés avec du Hoechst 

33342 (1/10 000) pendant 20 min à température ambiante. Enfin, après 3 lavages au PBS, les 

chambres de cultures sont enlevées et du milieu de montage Dako Fluorescent (Agilent, Santa-

Clara, CA,USA) et une lamelle sont ajoutés. Les lames sont maintenues dans l’obscurité jusqu’à  

l’acquisition des images. Les analyses ont été effectuées à l'aide d'un microscope Zeiss 

Axiovert 200 M avec un objectif à immersion dans l'huile à ouverture numérique de 63 x 1,4. 

La longueur des neurites a été mesurée automatiquement par le logiciel NeuriteTracer dans 

ImageJ. 

  



 

 

Résumé 
Étude des microARNs dans les vésicules extracellulaires microgliales : signatures et neuroprotection 

 
Dans le Système Nerveux Central (SNC), les cellules gliales influencent les activités neuronales. Les cellules microgliales, cellules 
immunitaires résidentes du SNC, contrôlent grandement l’état neuroinflammatoire. Ce contrôle est particulièrement important 
dans les fonctions physiologiques et s’avère souvent défectueux dans les neuropathologies. Les cellules microgliales sont en 
relation avec le microenvironnement cérébral et communiquent avec les autres types cellulaires (astrocytes, oligodendrocytes et 
neurones) afin de contrôler l’état neuroinflammatoire. Parmi les différents modes de communication intercellulaire au sein du 
SNC, les vésicules extracellulaires (VEs) interviennent largement dans les processus physiologiques (développement, 
homéostasie…) et pathologiques (maladies neurodégénératives…). C’est pourquoi, ce mode de communication a été étudié dans 
le dialogue entre la microglie et les neurones chez la sangsue Hirudo medicinalis. Cet annélide est un modèle intéressant de 
neurobiologie grâce à la structure linéaire de son système nerveux et à l’organisation de ses types cellulaires. Il permet l’étude du 
dialogue entre les cellules microgliales et les neurones au niveau d’une lésion expérimentale. Dans un premier temps, les résultats 
ont montré que les cellules microgliales interagissent avec les neurones lors d’une lésion du SNC et que des VEs sont libérées au 
niveau de cette lésion. De plus, les cellules microgliales produisent des VEs qui interagissent avec les neurones et délivrent un 
effet neurotrophique in vitro sur des neurones de sangsue et de rat. Dans un deuxième temps, la complexité des composés 
vésiculaires ainsi que des impératifs d’efficacité liés aux méthodes d’isolement nous ont conduits à développer l’analyse 
protéomique non ciblée et à grande échelle afin de valider les fractions positives en VEs mais aussi identifier leurs signatures 
protéiques biologiquement actives. Dans une dernière partie, nous nous sommes intéressés aux microARNs (miARNs) contenus 
dans les VEs microgliales. Les résultats ont permis l’identification de 6 miARNs dans les VEs microgliales, dont un seul, miR-146a, 
est décrit à ce jour dans le SNC chez les mammifères. Dans un contexte de dialogue neuroprotecteur entre VEs microgliales et 
neurones, les analyses neuronales ont prédit des ARNm potentiellement régulés par les miARNs contenus dans les VEs. Ces 6 
miARNs ont également été identifiés dans les VEs issues de microglie de souris, de rat et humaine. Dans leur ensemble, les résultats 
montrent que les cellules microgliales chez la sangsue produisent des VEs, ayant un effet neurotrophique sur les neurones, y 
compris des neurones de rat. L’identification des molécules présentes dans ces VEs (protéines et miARNs) a permis de soulever 
des perspectives sur les mécanismes neuroprotecteurs supportant ce dialogue microglie-neurone qu’il sera intéressant 
d’examiner chez les mammifères dans un contexte de lésion nerveuse.  
 
Mots clés : Microglie, Vésicules extracellulaires, miARNs, Sangsue Hirudo medicinalis, Neuroprotection.  
 
 

Summary 
Study of microRNAs in microglial extracellular vesicles: signatures and neuroprotection 

 
In the Central Nervous System (CNS), the glial cells influence neuronal activities. The microglial cells, resident immune cells of the 
CNS, greatly control the neuroinflammatory state. This control is particularly important in physiological functions and is often 
defective in neuropathologies. The microglial cell activities depend on the brain microenvironment and they communicate with 
other cell types (astrocytes, oligodendrocytes and neurons) to control the neuroinflammatory state. Among the different 
mechanisms of intercellular communication within the CNS, extracellular vesicles (EVs) play a major role in physiological processes 
(development, homeostasis, etc.) and pathological processes (neurodegenerative diseases, etc.). Therefore, this mode of 
communication was studied in the dialogue between microglia and neurons in the leech Hirudo medicinalis. This annelid is an 
interesting model of neurobiology thanks to the linear structure of its nervous system and the organization of its cell types. It 
allows the study of the dialogue between microglial cells and neurons at the level of an experimental lesion. At first, the results 
showed that microglial cells interact with neurons during CNS injury and that EVs are released at the level of this lesion. In addition, 
microglial cells produce EVs that interact with neurons and deliver a neurotrophic effect in vitro on leech and rat neurons. In a 
second step, the complexity of the vesicular compounds as well as efficiency requirements related to the isolation methods led 
us to develop the non-targeted proteomic analysis on a large scale in order to validate the positive EV fractions but also to identify 
their biologically active protein signatures. In a last part, we were interested in the microRNAs (miRNAs) contained in microglial 
EVs. The results allowed the identification of 6 miRNAs in microglial EVs, of which only one, miR-146a, is described to date in the 
mammalian CNS. In a context of neuroprotective dialogue between microglial EVs and neurons, the analysis of neuronal protein 
signatures predicted mRNAs potentially regulated by miRNAs contained in EVs. These 6 miRNAs were also identified in EVs derived 
from mouse, rat and human microglia. Overall, the results show that microglial cells in the leech produce EVs, exerting a 
neurotrophic effect on neurons, including rat neurons. The identification of the molecules present in these microglial EVs (proteins 
and miRNAs) made it possible to raise perspectives on the neuroprotective mechanisms supporting this microglia-neuron dialogue 
that will be interesting to examine in mammals in a context of nerve injury. 
 
Keywords: Microglia, Extracellular vesicles, miRNAs, Leech Hirudo medicinalis, Neuroprotection.  
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