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RESUME

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

Dans le Systeme Nerveux Central (SNC), les cellules gliales influencent les activités neuronales.
Les cellules microgliales, cellules immunitaires résidentes du SNC, contrélent grandement
I’état neuroinflammatoire. Ce contrOle est particulierement important dans les fonctions
physiologiques et s’avere 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 controler |'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 modele intéressant de neurobiologie grace a la structure linéaire de son systéeme
nerveux et a |'organisation de ses types cellulaires. Il permet I'étude du dialogue entre les
cellules microgliales et les neurones au niveau d’une Iésion 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 deuxieme temps,
la complexité des composés vésiculaires ainsi que des impératifs d’efficacité liés aux
méthodes d’isolement nous ont conduits a développer I'analyse protéomique non ciblée et a
grande échelle afin de valider les fractions positives en VEs mais aussi identifier leurs
signatures protéiques biologiquement actives. Dans une derniére 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 a ce jour dans le SNC chez les mammiferes. 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

\Y
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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 mammiferes 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

Vi

© 2019 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Thése de Quentin Lemaire, Université de Lille, 2019

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.

Vi
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AVANT-PROPOS

De nombreuses neuropathologies du systeme nerveux central (SNC) sont liées a I'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
I'environnement cellulaire. Cette neuroinflammation va pouvoir étre 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 barriere
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 a établir tant dans leurs sous-
populations que dans leurs réles respectifs (neurotoxiques vs. neuroprotecteurs) dans la

balance neuroinflammatoire [1].

La régulation de cet état neuroinflammatoire s’effectue grace a 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 premiére fois en 1919 par del Rio-Hortega comme
le troisieme 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 myéloide et proviennent du sac vitellin au cours de
I'hématopoiese primitive, tandis que les macrophages sanguins proviennent du foie foetal et
sont apparus au cours de I'hématopoiése définitive [4]. Les cellules microgliales interagissent
avec toutes les cellules présentes dans le SNC afin d’aider aux processus développementaux,
a I'homéostasie du cerveau et a 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 ’homéostasie
du SNC. A la suite de signaux d’activations, ces cellules changent progressivement de
morphologie en perdant leurs filopodes pour adopter une structure amiboide [5]. La microglie
est la premiere ligne de défense contre les pathogenes dans le SNC. Elles ont un ré6le clé dans
la régulation de la réponse aux pathogenes, 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 maniere essentielle a I'homéostasie cérébrale. Leurs réles 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 grace des contacts cellules-cellules ou par
la sécrétion paracrine de molécules. Mais, les cellules du SNC peuvent aussi communiquer par
I'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 a la fin des années 1960 par la description de structures
membranaires plus petites que I'échelle cellulaire [7]. Depuis lors, ce mode de communication
a été décrit dans de nombreux processus physiologiques mais aussi pathologiques, y compris
dans le systeme 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 cranien par exemple, les cellules
microgliales sécrétent des VEs qui réduisent I'inflammation et contribuent a 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 méme 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 méme varier en
fonction de I'origine cellulaire mais aussi selon I'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

2

© 2019 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Thése de Quentin Lemaire, Université de Lille, 2019

physiopathologiques et ainsi concevoir de nouvelles thérapies. Une notion toute particuliere
au systéeme nerveux concerne |'accessibilité des tissus. La BHE constitue un obstacle a prendre
en compte lorsqu’on administre une molécule thérapeutique. La perspective d’une utilisation
de VEs thérapeutiques est déja a I'étude et offre désormais une possibilité de franchissement
de cette barriere 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 a I'étude des réponses
microgliales que le laboratoire a utilisé le modele d’étude invertébré Hirudo medicinalis. Cette
sangsue médicinale posséde de nombreuses cellules microgliales. Sans établir un parallele
naturel et complet avec les réponses microgliales observées chez les mammiféres, cet
organisme développe des échanges entre la microglie et les neurones en réponse notamment
a des situations de Iésions neuronales. Le neurobiologiste espagnol Pio del Rio-Hortega, éleve
de Ramon y Cajal, a historiquement découvert et baptisé les cellules microgliales, en utilisant
entre autre le SNC de la sangsue avec d’autres modeles 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 a l'identique de celles présentes avant la
[ésion [13]. Les cellules microgliales peuvent étre suivies chez la sangsue grace au méme
marqueur microglial Ibal (pour lonized calcium binding adaptor molecule 1) reconnu dans la
microglie chez les mammiferes [14,15]. De plus, d’autres travaux réalisés au laboratoire ont
montré que seules les cellules microgliales peuvent répondre a des molécules chimiotactiques
et migrer jusqu’au point de lésion [16—20]. Enfin, Il a été montré que cette microglie résidente
joue un réle primordial dans le processus de régénération nerveuse chez la sangsue. Si
I’accumulation microgliale est compromise, la repousse axonale est significativement ralentie
[21]. Les cellules sanguines participeraient a 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

synaptogeneése.

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)
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[20,23]. La complexité des composés vésiculaires ainsi que des impératifs d’efficacité liés aux
méthodes d’isolement nous ont conduits a développer I'analyse protéomique non ciblée et a
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 a focaliser I'analyse des VEs microgliales sur leur contenu en
miARNs (Publication 5). En effet, les miARNs sont décrits comme des régulateurs importants
de I’état neuroinflammatoire [26]. Il est donc intéressant de préciser ces signatures en miARNs
afin de mieux comprendre I'importance des VEs dans les réponses microgliales régulant I'état
neuroinflammatoire du systéme nerveux. Aprés 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 I'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 a 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 a étre comparées pour leur effet in vitro sur la croissance neuritique de neurones

primaires de rat.
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I- Le systéeme nerveux chez les mammiféres

1- Introduction générale

Le systeme nerveux est divisé en deux parties, le systeme nerveux central (SNC) et le systéme
nerveux périphérique (SNP).

Le SNP est composé des nerfs spinaux répartis dans le corps et des nerfs craniens. Les nerfs
spinaux sortent de la moelle épiniere au niveau de chaque espace intervertébral. lls sont
constitués d’une racine antérieure motrice et d’une racine postérieure sensitive. Les nerfs
craniens proviennent directement du cerveau et du tronc cérébral.

Le SNC comprend I’encéphale ainsi que la moelle épiniére, ces deux composants sont protégés
par le liquide cérébro-spinal qui les entoure. Celui-ci protege des chocs traumatiques entre le
cerveau et la boite cranienne et entre la moelle épiniére et les vertébres. Le tout est protégé
par des méninges composées de 3 couches: La dure-meére qui est adhérente a la boite
cranienne, l'arachnoide et la pie-mére qui sont adhérentes a I'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 cranienne. A la sortie de la boite cranienne commence la moelle
épiniére. Elle est située dans le canal rachidien, qui résulte de la superposition des vertébres
de la colonne vertébrale, elle se termine au niveau de la vertébre lombaire L1. En dessous de
cette vertebre 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 étre divisé en deux tissus : la matiere grise et la matiere blanche. La matiére grise
est composée de corps cellulaires neuronaux, de I'arborisation dendritiques ainsi que de
certaines cellules gliales. La matiere blanche est quant a elle composée des axones des
neurones. Elle doit sa couleur blanche a la gaine de myéline provenant des oligodendrocytes
qui recouvre les axones. Dans le cerveau, la matiére grise est située dans la zone externe et la
matiere blanche dans la zone interne du cerveau. Dans la moelle épiniere, cette organisation
est inversée. Le r6le du SNC est de recevoir, enregistrer et interpréter les signaux qui

parviennent de la périphérie pour ensuite organiser la réponse a 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
derniéres 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
I'information par 'intermédiaire de signaux électriques ou par des molécules chimiques [27].
Les neurones, les astrocytes et les oligodendrocytes partagent la méme origine
neuroépithéliale et apparaissent lors de I'embryogenése d’une fagon 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
neurogeéne a 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 I'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 I’'axone. Les dendrites recoivent
les informations qui sont ensuite transmises au corps cellulaire, puis elles sont retransmises
vers |'extérieur par 'intermédiaire de I'axone.

Les neurones communiquent entre eux par les synapses, soit électrique, soit chimique. La
synapse électrique a lieu apres 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 libere au niveau de la fente, des vésicules synaptiques qui contiennent

les neurotransmetteurs. Ensuite, les canaux ioniques situés sur le neurone postsynaptique,
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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,
I’énolase spécifique des neurones (NSE), le neurofilament et I'antigéne nucléaire neuronal (ou

NeuN) [30-32].

b- Les astrocytes

Les astrocytes représentent environ 20 a 40 % du nombre total des cellules du cerveau chez
les mammiferes. Les astrocytes ont une morphologie étoilée (préfixe astro = astre). lls sont en
relation tres étroite avec les neurones au sein du cerveau grace a leurs nombreuses
ramifications et peuvent étre 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
gue 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 a la maturation des synapses, induisent la myélinisation et la
synaptogenése et enfin participent au support interne (co6té tissu nerveux) de la barriere
hémato-encéphalique (BHE) [34]. lls ont un role dans I'hnoméostasie ionique, I'élimination des
neurotransmetteurs, la formation et I'élimination des synapses, l'intégrité et la perméabilité
de la BHE ainsi que la réponse inflammatoire. [33,35—39]. Les astrocytes jouent un réle actif
dans la neuroinflammation et leurs réponses peuvent étre bénéfiques ou déléteres a la
réparation tissulaire, en fonction du type de stimuli présent lors de I'inflammation [40]. Sur ce
principe, ils contribuent par des changements regroupés sous le terme de réaction
astrocytaire a la libération de molécules apparentées a celles impliquées dans l'inflammation.
lIs contribuent aux changements de propriétés de la BHE et au passage de cellules
immunitaires d’origine sanguine aggravant |'état inflammatoire et la pathogenese de

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

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

c- Les oligodendrocytes

Les oligodendrocytes représentent environ 5 a 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. lls sont
différents des astrocytes sur plusieurs points : leur plus petite taille, la plus grande densité du
cytoplasme et du noyau, I'absence de filaments intermédiaires (fibrilles) et de glycogéne 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 I'influx nerveux le long de I’'axone. lls vont organiser la myéline en couches
autour de certains axones des neurones. Il peut y avoir jusqu'a 300 couches de myéline autour
d’un axone [43]. Un oligodendrocyte peut myéliniser jusqu'a 50 axones. Le développement
des oligodendrocytes s’effectue différemment entre la moelle épiniére et le cerveau. Dans le
cerveau, trois vagues successives se succedent pour coloniser les différentes régions du
cerveau, en commencant 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
épiniére, 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 épiniére 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 dii a son manque de
drainage lymphatique et sa capacité réduite a présenter des antigénes. 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 choroide. Les cellules microgliales sont les seules cellules immunitaires du parenchyme
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cérébral. Elles sont essentielles a I'homéostasie du SNC et une dérégulation de leurs fonctions
donnerait lieu a de nombreuses pathologies neurologiques [47].

En 1913, Ramon y Cajal décrit les oligodendrocytes et les cellules microgliales comme le
« troisieme élément » du SNC. Ce n’est que quelques années plus tard, en 1919, que Pio Del
Rio-Hortega, ancien disciple et collaborateur de Ramon y Cajal, caractérise les cellules
microgliales. Il les définit comme les seules cellules immunitaires du parenchyme nerveux
[3,48]. Les cellules microgliales représentent environ 5 a 10 % du nombre total des cellules du
SNC et environ 5 a 20 % du nombre total de cellule gliales. Les cellules microgliales sont les «
macrophages » résidents du SNC et sont les principales cellules conduisant la réponse
immunitaire permettant ainsi de réguler les fonctions neuronales. Elles sont a I'interface des

fonctions immunitaires mais aussi neurologiques (Figure 1).

Immune Functions Neuronal Functions
Phagocytosis Neurogenesis
Antigen pfesentalion_\\ / Induction of apoptosis

Cytokine and
chemokine production

Pro-inflammatory o/

anti-Inflammatory
response

Phagocytosis of
apoptotic neurons

Maintenance of
neuronal health

Immuno-surveillance through
extra- and intracellular
receptors

Synaptic pruning, circuit formation
and maturation

Figure 1: Fonctions neuronales et immunitaires des cellules microgliales. Les cellules microgliales vont étre a I'interface entre
les fonctions immunitaires (production de cytokines, présentation d’antigéne, phagocytose...) et neuronales (Neurogenese,
formation et maturation du SNC...) [49].

Les cellules microgliales sont dispersées dans tout le SNC. En condition physiologique, les
microglies présentent un statut d'immunosurveillance afin d’assurer ’lhoméostasie du SNC.
Lors d’un traumatisme, les microglies modifient leur morphologie étoilée pour adopter une
conformation amiboide sans filopode, signe d’une activation microgliale [5]. La microglie
constitue alors la premiere ligne de défense cellulaire dans les pathologies du SNC, méme si
elle peut étre soutenue par d’autres cellules immunitaires d’origine sanguine telles que les

lymphocytes et les macrophages. Les cellules microgliales sont impliquées dans de nombreux
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processus physiologiques tout au long de la vie de I'organisme et ce, des le début de
I’édification du SNC puisqu’elles contribuent a I'élagage synaptique post-natal permettant de
remodeler les synapses [50,51]. Elles participent ensuite a I’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 étre 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-la négligés comme le sexe, le
microbiome de I'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 a 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 premieres hypothéses
suggéraient une origine neurectodermique ou encore sanguine. Récemment, plusieurs séries
d’expériences avec notamment le suivie de lignées ont démontré |'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 I’'hématopoiése primitive et non du foie
foetale [4].

Chez les rongeurs, il existe 3 vagues successives d’hématopoiése qui se chevauchent
partiellement, ce qui est I'une des raisons pour lesquelles I'ontogénie de la microglie et des
macrophages du SNC a toujours été difficile a déterminer (Figure 2). La premiére vague se
déroule dans le sac embryonnaire au 7°™¢ jour de développement embryonnaire. Les cellules
progénitrices se forment a partir de la plague postérieure du mésoderme du sac
embryonnaire. Ces progéniteurs se différencient en progéniteurs érythromyéloides (PEM) et
en macrophages du sac embryonnaire. lls expriment le récepteur du facteur stimulant les
colonies (ou CSF1R) et sont indépendants de |'activateur transcriptionnel MYB. Ces PEM vont
ensuite devenir des macrophages du sac embryonnaire Al et ensuite A2 (ou pré-

macrophages). Ces cellules sont positives pour le récepteur a la chimiokine CX3C (ou CXsCR1).
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Entre les stades embryonnaires 8.5 et 9.5, les macrophages du sac embryonnaire vont ensuite
coloniser tout I'embryon, y compris le SNC. La colonisation du cerveau donnant lieu a 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 deuxieme vague d’hématopoiése se produit a partir de
I’endothélium du sac embryonnaire et génere 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 foetal au stade embryonnaire 9.5 et deviennent
des progéniteurs myéloides du foie. Au stade embryonnaire 12.5, ils vont avoir une haute
capacité de prolifération et devenir des monocytes du foie foetal. 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 empéche leur entrée dans le cerveau
[48]. La troisieme vague d’hématopoiése génere des cellules souches hématopoiétiques (CSH)
immatures a partir de I'endothélium hématogéne 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 myéloides générés lors de
la deuxieme vague d’hématopoiese. Par conséquent, les microglies sont uniquement
produites a partir des PEM primaires. Les monocytes dérivés des PEM secondaires et les

monocytes dérivés de CSH contribuent a tous les autres macrophages tissulaires.
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Figure 2: Ontogénie des cellules microgliales. Deux modeles vont différer concernant les origines précises de la microglie et
d’autres macrophages tissulaires. Ces modeéles vont aussi différer sur les contributions relatives des macrophages du sac
vitellin (Yolk sac) et des monocytes du foie feetal (Fetal liver) aux macrophages résidents du tissu périphérique (Peripheral
tissues). Il est indiqué sur la figure les marqueurs de surface et la signature cellulaire a chaque étape intermédiaire. De la
méme facon, sont marqués au-dessus certaines fléches les protéines clés. Les signaux importants spécifiques aux tissus pour
la différenciation et la maturation d'une population de macrophages sont indiqués par des symboles colorés sur certaines
fleches. Les signaux d'origine cérébrale pour le développement des cellules microgliales sont encore inconnus (étoile
rouge)[48].

c- Différentiation des cellules microgliales

Aprés la migration des macrophages du sac embryonnaire dans le SNC, ces cellules vont
acquérir des signatures spécifiques apres la colonisation. Des génes spécifiques de la microglie
comme SALL1 (pour spalt like transcription factor 1) sont exprimés par les macrophages du
sac embryonnaire colonisateurs a partir du stade embryonnaire 10.25. D’autres facteurs
comme le facteur de croissance de type TGF-3 (pour transforming growth factor 3) se révéle
étre un signal cérébral crucial pour la différentiation des cellules microgliales [58,59]. En effet,
une culture de microglie primaire traitée avec du CSF1 et TGF-3 présente une augmentation
d’expression des genes microgliaux par rapport a une culture primaire traitée avec le CSF1
seul. De plus, une étude récente montre que le TGF-3, le cholestérol et le CSF1 sécrétés par
les astrocytes permettent de maintenir la survie des microglies in vitro [58]. Le facteur de

transcription spécifique de la microglie SALL1 et le régulateur négatif des espéces réactives de
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I’oxygene (ou NRROS) se montrent impliqués dans la quiescence des cellules microgliales. Une
perte de I'expression de SALL1 amene a une disparition rapide de la signature microgliale et
une augmentation des genes associés aux macrophages tissulaires. Une perte de I'expression
de NRROS conduit aussi a la disparition de la signature microgliale mais une augmentation des
géne associés macrophages périvasculaires [60,61]. NRROS et SALL1 sont donc tres importants
pour la maturation des cellules microgliales. En revanche, chez I'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 I'identité des cellules microgliales.

d- Fonctions microgliales en condition physiologique

Les cellules microgliales interviennent tout au long de la vie de I'organisme dés la période
prénatale. Au cours de cette période, les microglies exercent de nombreux réles dans
I’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 I'apoptose des cellules de Ia
rétine via sa liaison au son récepteur le NGFR. De plus, les microglies promeuvent la
fasciculation des axones dans le corps calleux dorsal grace a la molécule DAP12 (pour DNAX
activating protein of 12 kDa). Les microglies contribuent également a I'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 a
I’architecture vasculaire cérébrale en favorisant la fusion des cellules endothéliales dans le

cerveau postérieur (Figure 3).
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Figure 3: Fonctions des microglies durant le stade prénatal. Les microglies vont étre impliquées dans de nombreux processus
comme la mort ciblée de certains neurones, la fasciculation des axones, la limitation de la croissance axonale, augmenter la
complexité de la vascularisation cérébrale et réguler le positionnement des neurones en couches [48].

Ensuite au stade périnatal, les microglies peuvent intervenir en favorisant la survie neuronale
par la sécrétion de facteur de croissance analogue a l'insuline (ou IGF) qui se liera aux cellules
afin de favoriser la survie des neurones en développement de la couche V [48]. Elles pourront
aussi promouvoir la mort cellulaire ainsi que la phagocytose (i) de précurseurs des cellules
neurales au stade embryonnaire 20, (ii) des neurones de I'Hippocampe au stade post-natal PO
et (iii) des cellules de Purkinje dans le cervelet au stade post-natal P3. Contrairement a la
phagocytose des cellules nécrotiques, la phagocytose des cellules apoptotiques, plus efficace,

provoque des réponses anti-inflammatoires (Figure 4).
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Figure 4: Fonctions des microglies durant le stade périnatal. Les cellules microgliales vont participer a la survie des neurones
de la couche V en sécrétant de I'IGF. Les microglies vont aussi promouvoir la mort cellulaire et la phagocytose des neurones
et des précurseurs neuronaux dans différentes régions du cerveau en développement [48].

Lors du stade de développement post-natal, la plasticité synaptique remarquable conduira a
la maturation et au remodelage synaptique. Il a été montré que les cellules microgliales y sont
fortement impliquées au stade post-natal P15 dans I'hippocampe. Les microglies réalisent
I’élagage synaptique, phénoméne qui fait intervenir les facteurs du complément Clq et C3.

Ces molécules marquent les synapses a éliminer et attirent les microglies exposant leur
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récepteur spécifique de facon a ce qu’elles phagocytent les prolongements aberrants. Enfin
les cellules microgliales travaillent également avec les oligodendrocytes en sécrétant des

facteurs permettant leur survie et leur différentiation (Figure 5).
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Figure 5: Fonctions des microglies durant le stade postnatal. Les cellules microgliales vont favoriser la maturation et le
remodelage des synapses, elles vont également favoriser la différentiation et la survie des oligodendrocytes [48].

Enfin au cours de la phase adulte de I'organisme, les cellules microgliales continuent a porter
des rbles dans le contréle de I'activité neuronale directement au niveau des synapses ou par

la phagocytose de la myéline et de certains précurseurs des cellules neurales (Figure 6).
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Figure 6 : Fonctions des microglies durant le stade adulte. Les microglies vont maintenir un pool de précurseurs des
oligodendrocytes ainsi qu’en phagocytant la myéline. Les microglies vont également contréler la neurogenése et I'activité des
cellules neuronales [48].

Ces différentes données montrent que la microglie possede de nombreux réles bénéfiques
tout au long de la vie, essentiels au bon fonctionnement du SNC mais qui pourraient étre
dérégulés lors de pathologies créant ainsi un environnement excessivement pro- ou anti-

inflammatoire délétére pour I'organisme.
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e- Fonctions microgliales en condition pathologique

Au cours de la vie, ’'homéostasie tissulaire est essentielle. Dans le cerveau, les cellules
microgliales assurent ces fonctions d’élimination des débris cellulaires. Longtemps percues
comme tres sollicitées dans les maladies neurodégénératives par exemple, leur suractivité
prenait I'image d’une conséquence pathologique. Désormais, la microglie est également vue
comme un contributeur a 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
a la tumeur (ou TAMs) vont alors sécréter des facteurs comme le TGF-f3, STI, EGF (epidermal
growth factor), I'interleukine 6 (IL-6) et Iinterleukine 1P (IL1-B) permettant a la tumeur de
s’accroitre et envahir d’autres régions cérébrales. La sécrétion du TGF-$ 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 I'expression de la MT1-MMP (ou
matrix metalloproteinase-14), enzyme qui activera la MMP2. Cette MMP2 active dégrade
alors la matrice extracellulaire permettant I'invasion tumorale [53,62].

Dans la sclérose en plagues (SEP), maladie inflammatoire du SNC, la gaine de myéline
entourant les neurones est progressivement détruite, ce qui compromet la transmission de
I'influx nerveux. Les principaux responsables sont les lymphocytes T qui pénétrent les tissus
nerveux a la suite d’une perméabilité de la BHE et surtout a 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 a une forte

capacité de remyélinisation. Dans les cas les plus séveres, les lymphocytes T ne permettent
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pas une activation appropriée de la microglie, ce qui affecte I'ensemble de la cascade de
réparation [63].

Les cellules microgliales présentent aussi un role dans les pathologies neurodégénératives.
Ces pathologies sont caractérisées par le dépot de protéines agrégées et mal repliées en
fonction de I'age. La microglie va exprimer a sa surface des récepteurs de reconnaissance des
pathogenes (ou PRR) qui vont reconnaitre soit des modeles moléculaires associés aux agents
pathogénes (ou PAMPs) ou des modeéles moléculaires associés a 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 amyloide AP, a-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 a I’dge (diminution des capacités de nettoyage par exemple)
de celles liées a la pathologie elle-méme. Il existerait probablement une liaison étroite entre
ces deux phénomenes. Des études récentes montrent que la microglie pro-inflammatoire est
localisée autour des plaques amyloides A [64,65]. Le microenvironnement situé autour des
plagues amyloides attire la microglie via des facteurs comme MCP-1 a/B, I'interleukine 8 (IL-
8) et MCSF (ou CSF1). Ces facteurs chimioattractants augmentent I’afflux microglial associé
aux plagues amyloides. 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
I'association de I’adge et de I'accumulation microgliale aux abords des dépo6ts amyloides 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, tres utilisé par le passé, retrouve un intérét
dans un nombre croissant de services hospitaliers, en France et a I'étranger, car il apporte de
nombreux effets bénéfiques dans le traitement de maladies inflammatoires comme I'arthrose
ou bien comme dispositif de nettoyage des cicatrices apres certaines opérations chirurgicales.
Ces « hirudothérapies » consistent a disposer une ou plusieurs sangsues sur la peau. Les
animaux peuvent a la fois consommer le sang coagulé qui forme un obstacle a la bonne
cicatrisation, et en méme temps libérer les nombreuses molécules contenues dans leur salive
[67]. Les substances bioactives les plus connues sont les antistasines, la guamérine, I'hirudine
(longtemps utilisée par les médecins pour empécher la formation de caillot sanguin avant la
découverte de I'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 systeme digestif apres un repas de sang [67].
Au niveau scientifique, les recherches fondamentales ont donc porté sur les contenus
salivaires [68,69]. La sangsue meédicinale s’est également illustrée comme modeéle
expérimental en neurosciences. Son systéme nerveux est décrit depuis plusieurs décennies et
a tres tot fait I'objet d’études histologiques en raison de la grande taille de ses neurones [70].
Gustav Retzius, neuro-histologiste suédois (1891), a méme dessiné le systéme nerveux de la
sangsue médicinale. Plusieurs décennies plus tard, les travaux de Kuffler, I'un des peres des
neurosciences modernes, ont étudié les propriétés des cellules gliales [71]. Ces études ont
permis de contribuer a la découverte des propriétés électrophysiologiques des cellules
nerveuses chez les vertébrés [72]. Les travaux d’électrophysiologies menés sur le systéme
nerveux de la sangsue médicinale ont également permis de cartographier de facon précise les
cellules nerveuses [73-75]. Enfin, le systeme nerveux de la sangsue a représenté un modele
intéressant pour 'identification des cellules microgliales. La sangsue est considérée comme le

premier modele 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 aprés 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 succes sur ce modele [78-81].

2- Le systéme nerveux central de la sangsue médicinale

Le systéme nerveux central de la sangsue est situé dans une capsule fibreuse elle-méme située
au sein du sinus sanguin ventral. Il est constitué d’une série de ganglions cérébroides situés
en arriere 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 a I'autre de I'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 chagque 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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Figure 7: Présentation de la sangsue Hirudo medicinalis. (A) Images de L’incision ventrale du tégument et des muscles donne
accés au sinus sanguin ventral qui abrite la chaine nerveuse comme cela est représenté sur le schéma annoté. Il est ensuite
possible de prélever tout ou fragment de cette chaine afin de la maintenir ex vivo. Les Iésions expérimentales de tissus
connectifs pourront étre réalisées sur ces prélevements. (B) Schéma du systéme nerveux central de la sangsue. Le schéma de
gauche montre la structure générale du systéeme nerveux. Le schéma de droite montre un fragment de 2 ganglions nerveux.
La structure d'un ganglion est la suivante : les cellules gliales géantes du neuropile, les cellules gliales du paquet (4 visibles sur
les 6) enveloppant les corps cellulaires neuronaux et entourées de cellules microgliales. Les axones sont projetés a travers le
neuropile jusque dans les connectifs adjacents. De méme, il est représenté entre ces deux ganglions, une accumulation de la
microglie consécutive a une lésion des connectifs [20].
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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 a ce jour. Grace a 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 modele expérimental
des facilités pour I'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 particulierement avantageuses, a température ambiante et sans apport
de CO,. Les méthodes de séparation par leur taille respective permettent soit des co-cultures,
soit des cultures spécifiques. Des études ont démontré que les axones régénerent et
rétablissent complétement leur connexion synaptique pour aboutir a une restauration
complete 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 a une lésion de développer de nouvelles connexions
synaptiques. Il a été montré que cette reconnexion synaptique est un processus bien organisé
de telle facon que les axones lésés, présentent une capacité de repousse grace a de
nombreuses molécules de guidage, puis de synaptogenése leur permettant de retrouver
exactement les mémes cellules initialement connectées [13,82]. Il a aussi été démontré que
méme lorsque le neurone cible est volontairement éliminé, I'axone régénére 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
gu’il ne semble pas autoriser l'infiltration de cellules sanguines, bien gu’il soit logé dans le
sinus sanguin ventral. Des études ont montré que les types cellulaires sanguins peuvent
gagner la face externe de I'endothélium sans pour autant pénétrer au travers de la capsule
conjonctive autour des neurones [22,84]. La compréhension des fonctions microgliales

associées a ces capacités neurorégénératrices est donc d’autant plus intéressante.
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3- La microglie : acteur de la régénération axonale

a- Description des cellules microgliales

Del Rio-Hortega a décrit les cellules microgliales grace la méthode du carbonate d’argent,
effectuée entre autre grace au SNC de la sangsue [14]. Depuis, de nombreuses études ont été
réalisées sur ces cellules. Des travaux menés au sein du laboratoire ont mis en évidence la
présence d’'un marqueur des cellules microgliales décrit aussi chez les mammiféeres qui est une
molécule de liaison au calcium, Ibal [15]. Il a été démontré que les cellules microgliales sont
positives pour hmlbal (pour hirudo medicinalis 1bal) et que ce signal augmente lorsque les

cellules sont stimulées en présence d’ATP (Figure 8).

Immunohistochemistry

Hémi-
lésion

Figure 8: Mise en évidence du marqueur hmibal apres I'activation des cellules microgliales par de ’ATP. Les fragments de
chaine nerveuse hemi-lésés sont incubés dans de I’ATP. (A) Les analyses révelent une activation des cellules microgliales
positives pour hmlbal autour des corps cellulaires neuronaux (n), mais aussi au niveau de la Iésion (fléche) (B) [15].

De plus, les capacités phagocytaires des cellules microgliales ont aussi été révélées in vitro.
Les cellules microgliales mises en présence de bactéries rendues fluorescentes sont capables
de les phagocyter apres seulement 10 minutes [14]. Les cellules microgliales sont les seules
cellules capables de migrer au sein du SNC de I'animal. Il a été évoqué que les cellules
microgliales augmentaient leur nombre sur un site de Iésion expérimentale effectuée dans les
tissus connectifs [85]. Cette augmentation significative au site de Iésion ne repose pas sur la
prolifération des cellules microgliales locales mais sur I'accumulation des cellules microgliales
répandues dans les connectifs et qui gagnent le site de la lésion par un processus de

recrutement chimiotactique élaboré [84,86]. Comme décrit précédemment, au sein des
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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’altererait 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 synaptogenése. En plus de I'absence de recrutement
des cellules sanguines déja 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 a

I'inverse des traitements inhibant le recrutement microglial [78].

b. Recrutement des cellules microgliales a la Iésion

Les cellules microgliales chez la sangsue sont faciles a prélever et mettre en culture primaire
en grand nombre et sans manipulations chimiques et mécaniques trop longues.
Contrairement aux cellules microgliales des mammiféres, leur maintien en culture primaire
est effectué a température ambiante et sans apport de CO;. Enfin, seules cellules recrutées a
la Iésion, leur observation est donc possible par 'utilisation de marqueurs nucléaires vitaux a
la fois in vivo, dans la chaine nerveuse entiere 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 a la lésion est ralenti ou
blogué 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 a la lésion est crucial dans la régénération axonale a l'inverse des cellules
macrogliales [78].

Afin de mieux comprendre le recrutement microglial qui s’effectue a la Iésion, 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) a la lésion suggére

la production de NO et son implication dans le recrutement des cellules microgliales [87].
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Figure 9: Observation des cellules microgliales et des neurones de sangsue. Aprés dissection de la chaine nerveuse de la
sangsue (schéma du centre), les neurones sont remis en culture primaire et sont facilement observables au microscope
photonique (image de gauche). Les cellules microgliales sont facilement observables sur des fragments de chaine lésée
maintenus en culture ex vivo par l'utilisation d’un marqueur nucléaire vital (image de droite).

De plus, un inhibiteur du NO réduit le nombre de cellules microgliales présentes a la Iésion
[86]. Cette molécule va agir sous forme d’un gradient diffusible. De faibles concentrations (NO
éloigné du site de lésion) vont attirer les cellules microgliales alors que de fortes
concentrations (NO proche du site de la lésion) vont stopper la migration des cellules
microgliales. Si un traitement de la chaine nerveuse est réalisé avec un chélateur de NO,
supprimant le gradient présent, les cellules microgliales présenteraient un mouvement
désorganisé [88]. Une autre molécule impliquée dans le recrutement des cellules microgliales
est I'ATP [21,88,89]. Méme si son récepteur chez la sangsue n’a pas été précisément
caractérisé, un inhibiteur des récepteurs purinergiques provoque une diminution de la
migration des cellules microgliales et suggére donc un mécanisme analogue a celui existant
chez les mammiféres [90]. Enfin, un inhibiteur spécifique de I'ATP crée lui aussi un
ralentissement de la migration microgliale [88]. Toutes ces expériences montrent que I’ATP
permet de recruter les cellules microgliales a la lésion. Le NO serait quant a lui davantage

nécessaire pour orienter correctement le recrutement des microglies. De facon intéressante,
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comme cela a été mentionné précédemment, si des concentrations élevées d’ATP (3 mM)
sont appliquées, ceci réduit significativement I'accumulation microgliale a la |ésion et retarde

in fine la repousse axonale (Figure 10) [21].
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Figure 10: Inhibition de I'accumulation microgliale et de la repousse axonale par I’ATP. Les graphes a gauche montrent que
I"ajout d’ATP en concentration élevée diminue significativement I'accumulation microgliale et la croissance axonale. Les
images de droite montrent la diminution de I"accumulation de microglies a la lésion (images A et D) simultanément a 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 a
la lésion. Parmi elles, le complexe p43 / polypeptide Il 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 mammiféres comme
une cytokine pro-inflammatoire produite dans les microglies activées lors de Iésion au niveau
du SNC [91,92]. De facon intéressante, la molécule EMAPII humaine présente un effet
chimioattractant sur des cellules microgliales de sangsue suggérant qu’elle agirait de la méme
maniére chez la sangsue en reconnaissant un récepteur analogue au CXCR3 présent chez les
mammiferes [19].

L'interleukine 16 (IL-16) a aussi été caractérisée chez la sangsue (HmIL-16 pour Hirudo
medicinalis 1L-16) [16]. Chez les mammiferes, 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 naifs mais peut aussi y étre rapidement induite lors d’une Iésion
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axonale. Transportée le long des axones jusqu'a la lésion, elle participe au recrutement des
cellules microgliales a la lésion. En parallele, les cellules microgliales de sangsue sont capables
de produire cette cytokine 72h apres la |ésion, probablement afin de maintenir dans le temps
un phénomene chimiotactique entretenant les cellules microgliales a la lésion [16]. De facon
intéressante, "utilisation d’un milieu conditionné riche en HmIL-16 est capable de recruter in
vitro des lymphocytes CD4+ humains, de maniére CD4 dépendante, CD4 étant le récepteur
naturel de cette cytokine chez les mammiferes. Ces données suggérent que la cytokine de
sangsue puisse reconnaitre une telle molécule et qu’il existerait un analogue chez la sangsue.
D’ailleurs, cette hypothese est confirmée par le fait que les cellules microgliales de sangsue
sont également recrutées in vitro sous I'effet de I'lL-16 humaine [16].

Le facteur du complément C1q est également I'un des facteurs caractérisés dans les neurones
chez la sangsue (HmC1q) pour étre impliqué dans le recrutement microglial [17]. Deux
récepteurs de HmClqg ont été caractérisés. Des expériences ont montré que le récepteur
gC1lgR (ou C1gBP) est impliqué a la surface des cellules microgliales dans le chimiotactisme
dépendant de HmClq [18]. Ce récepteur n’est présent que dans une sous-population
microgliale, ce qui suggere que toutes les cellules microgliales ne soient pas réactives aux
mémes molécules chimioattractantes dans le processus de recrutement a la Iésion.
L'implication d’un second partenaire, cC1gR ou calréticuline (HmCalR) chez la sangsue a été
mis en évidence dans le mécanisme de recrutement microglial dépendant de HmC1q [97]. I
semble que ces deux récepteurs de HmC1q ne soient pas conjointement utilisés par les mémes
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 jai
participé et menés par Antonella Raffo-Romero ont complété ces données en précisant
I'implication d’un membre de la famille TGF-B dans le recrutement microglial. Traité en partie
sur un plan chronologique, ce recrutement suggere des vagues successives de cellules
microgliales a la lésion et montre la part importante de vésicules extracellulaires dans la
réponse a la lésion chez la sangsue (Publication 2) [20] comme cela avait été montré peu de

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

Le terme de vésicules extracellulaires (VEs) définit les exosomes, les microvésicules mais aussi
les corps apoptotiques. Les premieres descriptions ont été faites a 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
poussieres de plaquettes ou des vésicules de la matrice [7,99]. Des VEs d’origine inconnue ont
réellement été décrites pour la premiere fois en 1981 comme étant libérées par des cellules
et ayant une activité 5’-nucléase, a partir de trois lignées cellulaires et deux types de cultures
primaires [100]. En paralléle, plusieurs séries de travaux ont décrit des vésicules générées a

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

1- Biogeneése des vésicules extracellulaires

Bien que les exosomes et les microvésicules partagent de nombreuses caractéristiques
(marqueurs moléculaires et diameétre en autre). Elles suivent des voies de biogenése
différentes. En effet, les exosomes sont générés via le systeme 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- Biogenese des Exosomes

Les exosomes sont nommeés 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
biogenese des exosomes peut étre 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, -Il et -1l1). 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 biogenése des exosomes dépend de la voie
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ESCRT, les complexes ESCRT-0O et ESCRT-I sont impliqués dans la reconnaissance et le
recrutement de protéines au sein de microdomaines des EMV. Ensuite, ces deux complexes
recrutent les complexes ESCRT-Il et ESCRT-III afin de permettre I'invagination de la membrane
des EMV et la fission des microdomaines pour former les ILVs (Figure 11).

Outre le fait que la biogenése des exosomes soit dépendante de la machinerie ESCRT, il est
aussi montré que la biogenése peut passer par une voie indépendante. En effet, des
expériences ont démontré que lors d’une déplétion de composants de la machinerie ESCRT, il
existe toujours une formation d’exosomes [108]. Les exosomes générés indépendamment de
la machinerie ESCRT auront besoin de céramide provenant de I’hydrolyse de la
sphingomyéline. Cette réaction est réalisée grace a la sphingomyélinase de type 2. Si cette
enzyme est inhibée, la quantité d’exosomes libérés serait réduite [109]. De plus, les
tétraspanines, protéines transmembranaires enrichies dans les VEs, jouent un réle dans la
formation des exosomes selon cette voie indépendante de la machinerie ESCRT [110]. Les
mécanismes dépendants et indépendants de la machinerie ESCRT ne sont pas entierement
séparés et peuvent avoir lieu en méme temps. Cela permet d’aboutir a la formation de sous-
populations exosomales portant des contenus différents et pouvant ainsi contribuer a la

diversité des exosomes secrétés.
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Figure 11: Biogenése des exosomes. Deux voies principales vont mener a la production de vésicules intraluminales (ou ILVs).
La premiére voie va impliquer les protéines du complexe ESCRT alors que la deuxieme voie sera indépendante de ce complexe
[12].
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b- Biogenése des microvésicules

A la différence des études portant sur la biogenése des exosomes, celles des microvésicules
sont plus récentes. Les microvésicules ont été décrites sous plusieurs noms comme
ectosomes, oncosomes ou encore microparticules. A la différence des exosomes, les
microvésicules présentent une gamme de taille plus importante: de 50 a 500 nm et
récemment étendu jusqu'a 1 um. Elles sont issues du bourgeonnement de la membrane
plasmique, ce qui requiert un réarrangement lipidique et protéique au sein de microdomaines
de la membrane plasmique [12]. Ce réarrangement entrainera le bourgeonnement de la
membrane plasmique qui aboutira a la formation de microvésicules et leur libération dans le
milieu extracellulaire (Figure 12) [111]. Les mécanismes qui régissent la production des
microvésicules sont nombreux et diversifiés. Ils peuvent parfois se confondre avec ceux
intervenant dans la biogenése des exosomes. En effet, des microvésicules enrichies pour des
protéines membranaires montrent I'implication de sous-unités de la machinerie ESCRT décrite

dans la biogenése des exosomes [112,113].
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Figure 12: Biogeneése des microvésicules. Un regroupement de protéines membranaires et de lipides s’effectue au sein de la
membrane plasmique. Ce réarrangement ainsi que le réarrangement des feuillets lipidiques va provoquer le bourgeonnement
de la membrane plasmique et la formation de microvésicules [12].

2- Composition des vésicules extracellulaires

Depuis environ trois décennies, il a été montré que le contenu de VEs est biologiquement actif
et peut avoir des conséquences sur les cellules receveuses. La nature des molécules présentes
dans les VEs est tres variée. Elles peuvent contenir des protéines, des lipides mais aussi des
acides nucléiques (ADN et ARN). La figure 13 répertorie I'’ensemble des molécules qui sont

spécifiguement adressées dans les exosomes ainsi que dans les microvésicules [12]. Il est
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important de noter que la composition moléculaire des VEs peut varier en fonction de leur
origine cellulaire et de I’état physiologique ou pathologique de la cellule productrice. La nature
des stimuli recus par la cellule impactera donc les mécanismes qui aboutissent a leur
biogenese [114].

L'empaquetage de ces différentes molécules dans les VEs n’est pas réalisé selon un
phénoméne aléatoire mais par différents mécanismes qui sont encore aujourd’hui mal
compris bien que trés étudiés. L'empaquetage des cargos moléculaires a lieu lors de la
formation des VEs (formation des ILVs pour les exosomes et bourgeonnement de la

membrane plasmique pour les microvésicules).
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Figure 13: Composition moléculaire des vésicules extracellulaires. La composition des vésicules extracellulaires a révélé
qu’elles peuvent contenir différentes molécules, notamment des protéines, des lipides et des acides nucléiques. Cette
composition peut varier considérablement selon le type de cellule et les conditions. La composition particuliere des VEs
affectera directement le sort et la fonction des vésicules extracellulaires, renforgant ainsi I'importance de I’étude compléte
des composés dans les VEs [12].
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Les effecteurs moléculaires présentés précédemment pour contribuer a la formation des VEs
sont aussi impliqués dans I'adressage de certaines molécules au sein des VEs. Certains
mécanismes contrbélant I'adressage des cargos moléculaires dans les VEs seront décrits de

facon non exhaustive en y incluant un intérét tout particulier pour les miARNSs.

Les premieres 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 a la
transferrine est adressé dans des VEs lors de la maturation des réticulocytes [115]. Certaines
protéines participant a la biogenése 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 fréguemment identifiées.

Par ailleurs, la composition lipidique des VEs est particuliére car elle est différente de celle de
la cellule productrice elle-méme. 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 méme si d’autres
lipides comme le cholestérol, les céramides ou la phosphatidylétanolamine peuvent aussi étre
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 a plus grande échelle seront
nécessaires afin de mieux comprendre le réle de ces constituants essentiels dans la biogenése
et les fonctions biologiques des VEs.

Plus récemment, les acides nucléiques ont fait I'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
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plus, ils ont montré que les ARNm étaient fonctionnels puisqu’ils étaient traduits dans des
cellules receveuses apres l'internalisation des VEs [116]. Dans les VEs, les ARNs existent sous
différentes formes: soit liés a des complexes protéiques, soit sous forme libre. Il est
également important de souligner qu’a I'image des protéines et des lipides, les ARNs peuvent
aussi étre 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 I'adressage de ces ARNs, et plus particulierement des
miARNSs, vers les VEs restent encore mal compris. Cependant, des études trés récentes ont
mis en évidence plusieurs mécanismes. Tout d’abord, les miARNs peuvent se lier a certaines
ribonucléoprotéines hétérogénes nucléaires ou (hnRNPs) et plus particulierement
hnRNPA2B1 ou hnRNPQ. La liaison de ces miARNSs a ces protéines s’effectue selon des motifs
nucléotidiques spécifiques (ou exomotifs) présents dans la séquence des miARNs. Ensuite, ce
complexe miARN-protéine interagira avec I'ubiquitine ligase E3 et AP2A1 afin d’étre dirigé
vers les VEs [118,119]. Le deuxieme mécanisme mis en évidence est la régulation passive par
les ARNm endogenes de la cellule. Puisque les miARNs ciblent de trés nombreux ARNm, ces
derniers présents dans la cellule contribuent a I'adressage passif des miARNs dans les VEs
[120,121]. Cependant, il reste encore beaucoup a comprendre dans I'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 méme si I'importance physiologique de I'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 contréler et ainsi
d’enrichir ou de supprimer certaines molécules dans les VEs. Leur manipulation ouvre déja
des perspectives de nouvelles approches utilisant les VEs comme agent thérapeutique. La
compréhension plus compléte de la composition moléculaire des VEs constitue aussi une
partie du défi a relever. La compréhension des mécanismes d’adressage spécifique et

d’internalisation des VEs vers les cellules receveuses est |la encore une autre partie de I'énigme
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a élucider car un usage thérapeutique dépendra des cellules ciblées et nous savons désormais

gue |'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 fagon a attribuer spécifiquement I'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 'objectif de I'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-la, de nombreuses publications ont présenté des résultats issus de sources biologiques
et de contextes physiopathologiques tres variés en attribuant des effets a des VEs sans qu’un
nombre suffisant de contrdoles de pureté ne soit systématiquement réalisé au préalable. Une
connaissance plus juste de la composition de I’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
périodiqguement des recommandations sur les exigences expérimentales minimales a suivre
pour I'étude des vésicules extracellulaires et leurs fonctions. Ces recommandations ont été
mises a 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 I'ultracentrifugation
différentielle comme premiere séparation des VEs. Elle peut étre couplée a d’autres
techniques comme : le gradient de densité, la chromatographie d’exclusion stérique, la
précipitation, la filtration ou I'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 a flux tangentiel, le fractionnement d’écoulement de champ
(FFF), le fractionnement d'écoulement de champ par écoulement asymétrique (AFFF), le flux

viscoélastique, |'électrophorése en courant alternatif, I'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
pression telles que la chromatographie liquide a 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 a ce

jour pour isoler les VEs [127].

a- Ultracentrifugation (UC)

Les principaux avantages de I'UC est qu’elle est reproductible et que de grands volumes de
matériels biologiques peuvent étre utilisés pour séparer les VEs. De plus, cette méthode peut
étre employée comme étape préliminaire a 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 a 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 I'ordre de 100 000 x g pendant 1h a 2h. Le culot
récupéré lors de cette étape contient les VEs et les composés de méme densité. Des étapes
supplémentaires comme un lavage du culot suivi d’une nouvelle ultracentrifugation ou bien
une filtration du culot récupéré peuvent étre réalisées afin d’augmenter la pureté de
I’échantillon et éliminer les molécules non vésiculaires [128]. Toutefois, cette étape de lavage
qui augmente la pureté en vésicules de I’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 a réaliser avec ces échantillons [127]. Méme

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

est donc tres intéressant de coupler cette technique a d’autres méthodes.

b- Ultracentrifugation avec un gradient de densité

Le couplage de I'UC a la technique de gradient de densité de lodixanol (Optiprep™, ou ODG)
permet de séparer les contaminants non-vésiculaires des VEs récupérés aprés
I"'ultracentrifugation. Les VEs ont une densité comprise entre 1.1 g/mL et 1.19 g/mL et
inférieure a 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 I’échantillon tres importante
[129]. En revanche, un inconvénient a son utilisation est la perte importante de VEs et le temps

nécessaire a sa réalisation (environ 2 jours).

c- Chromatographie d’exclusion stérigue

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 polymeres (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 t6t 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 I’échantillon
sont nécessaires avant d’utiliser la SEC dans le but d’éliminer le plus d’impuretés possible dans
I’échantillon. Toutefois, des colonnes commerciales ont été développées pour simplifier
I'isolement des VEs en une seule étape. Outre la rapidité de la méthode, des études
comparatives révelent que cette technique conserve la morphologie, I'intégrité ainsi que

I"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 diametre 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 1/20®™e et 1/15®™¢ 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 a 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 |'agrégation des

vésicules

Précipitation utilisant les polymeéres hydrophiles

Cette technique d’isolement utilise la solubilité des VEs par I’ajout d’'un composé comme le
polyéthylene glycol (PEG). Ensuite, une centrifugation a 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 étre améliorée par I'ajout d’un autre composé comme la
protamine. Les vésicules étant chargées négativement, I'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 lisolement. 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 I'albumine,
I'apolipoprotéine E ainsi que des immunoglobulines. La fraction vésiculaire ainsi obtenue peut
contenir des biopolymeéres susceptibles d'interférer avec I'analyse ultérieure de I'échantillon
(spectrométrie de masse, analyse protéomique et dosage de I'ARN). Ces impuretés peuvent
étre éliminées de I'échantillon par couplage d’autres techniques comme la centrifugation, la

filtration ou bien I'utilisation d’'une SEC [127].
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Précipitation des VEs utilisant I'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 I’hydratation de la surface
vésiculaire et permettre I'agrégation des VEs via des interactions hydrophobes. Apres des
centrifugations permettant d’éliminer les cellules, les débris et les corps apoptotiques, le
surnageant est mélangé avec de I'acétate de sodium. La solution est ensuite centrifugée pour
culotter les VEs, débarrassée ensuite de I'acétate de sodium. Le culot obtenu aprées ce lavage
peut étre utilisé pour les analyses ultérieures. Cette méthode permet d’isoler des VEs a partir
de grand volume d’échantillons et ne requiert pas beaucoup d’équipements spécifiques. I
reste néanmoins lI'inconvénient d’une forte présence de contaminants non vésiculaires, ce qui
est particulierement 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 I'acétone. A la suite d’une simple centrifugation, les protéines culottées sont
séparées du surnageant contenant les VEs. Ce dernier pourra ensuite étre 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
gue pour de petits volumes d’échantillons et l'utilisation de I'acétone interfére 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 a la surface des VEs comme par exemple les protéines de type tétraspanines ou bien
le complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) [12]. Des anticorps peuvent étre utilisés pour
se lier spécifiguement a ces molécules afin d’isoler ensuite les VEs. Ces anticorps vont pouvoir

étre couplés de maniére covalente a une phase fixe afin de retenir les VEs. Ces phases fixes
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peuvent étre 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 a la PS.
Lorsque les VEs accrochées aux billes magnétiques sont isolées du reste de I’échantillon, un
tampon sera utilisé afin de séparer les VEs des billes [127].

Cette technique a toutefois quelques limites. L’isolement de VEs a partir de grands volumes
est plus difficile. De plus, les billes magnétiques revétues d'anticorps ou de partenaires
spécifiques sont efficaces pour isoler les VEs a partir d’'un milieu de culture cellulaire mais
beaucoup moins a partir de tissu sanguin ou de fluides corporels plus complexes en raison par
exemple de l'interférence de la liaison anticorps-antigene causée par d'autres molécules.
Enfin, il ne faut pas écarter le risque d’une adsorption aspécifique de contaminants a 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 posséde ses
propres avantages et inconvénients. En outre, il est nécessaire avant d’isoler des VEs a partir
d’une nouvelle source, de prendre en compte les propriétés de I’échantillon a analyser.
Lorsqu’on utilise une méthode pour isoler les VEs, le protocole doit étre adapté aux
caractéristiques spécifiques de I’échantillon, telles que la viscosité (lors de I'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 entrainer l'isolement de
différentes sous-populations de VEs et méme leur transformation. Ces parameétres doivent
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