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Résumé 

L’infection congénitale par le Cytomégalovirus humain (hCMV) constitue une 

problématique majeure de santé publique. Dans les pays dits développés, c’est la première cause 

d’atteintes neurosensorielles néonatales d’origine infectieuse. L'infection par le hCMV induit 

des lésions placentaires et cérébrales chez le fœtus, d’intensité très variable. Les mécanismes 

physiopathologiques conduisant aux lésions fœtales restent toutefois peu compris. Par ailleurs, 

le suivi médical de cette infection en cours de grossesse est rendu complexe par le manque 

d’outils diagnostics et pronostics non invasifs.  

La production de certains médiateurs par le placenta infecté pourrait expliquer en partie 

la typologie des atteintes retrouvées au niveau fœtal. Parmi ces médiateurs, les petites vésicules 

extracellulaires (sEV) placentaires transmettent des informations biologiques dans les 

compartiments maternel et fœtal. Ces nanovésicules lipidiques, chargées entre autres en 

protéines et miARN, présentent donc un intérêt particulier dans le cadre de l’infection 

congénitale par le hCMV, car elles pourraient 1/ jouer un rôle dans la transmission 

d’informations biologiques depuis le placenta infecté vers le fœtus et 2/ permettre, via leur 

présence dans le compartiment plasmatique maternel, de développer des biomarqueurs 

permettant de monitorer les grossesses positives pour le hCMV.  

Au cours de ma thèse j’ai cherché à évaluer ces deux hypothèses, en combinant des 

modèles cellulaires trophoblastique, d’explants placentaires ex vivo et des prélèvements 

cliniques in vivo. Dans un premier temps, mes résultats ont montré que l’infection par le hCMV 

modifie la sécrétion et la composition des sEV trophoblastiques, qui présentent notamment un 

profil protéique théoriquement facilitateur d’infection. Par la suite, j’ai montré que ces sEV 

trophoblastiques modifiées par le hCMV exercent un effet proviral sur des cellules fœtales 

naïves de toute infection (fibroblastes et cellules souches neurales). Cet effet proviral sur le taux 

d’infection des cellules souches neurales naïves est également retrouvé avec des sEV issues de 

placenta précoce infecté ex vivo par le hCMV et avec des sEV issues de liquide amniotique de 

patientes enceintes présentant une séroconversion hCMV. 

Par ailleurs, j’ai développé une collection biologique visant à prélever différents 

échantillons chez des patientes présentant une séroconversion hCMV en cours de grossesse. 

Les deux objectifs de ce biobanking sont de pouvoir valider nos résultats très fondamentaux 

avec des prélèvements cliniques et, d’autre part, de poser les bases permettant à terme de mettre 

au point un biomarqueur pronostic de suivi des grossesses positives au hCMV. 

Dans son ensemble, ce travail propose que les sEV placentaires pourraient participer 

aux atteintes fœtales observées au cours de l'infection congénitale par le hCMV en facilitant la 

dissémination virale via une modification de leur composition induite par le virus. Par ailleurs, 

les sEV placentaires présentes au niveau plasmatique chez la mère pourraient être des candidats 

de choix dans le développement de nouveaux biomarqueurs pronostiques.  
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Abstract 

  

Congenital infection by human Cytomegalovirus (hCMV) is a major public health issue. 

In so-called developed countries, it is the leading cause of neonatal neurosensory defects of 

infectious origin. Infection by hCMV induces placental and fetal brain lesions of variable 

intensity. The pathophysiological mechanisms leading to fetal damage, however, remain poorly 

understood. In addition, the medical monitoring of this pregnancy infection is complicated by 

the lack of non-invasive diagnostic and prognostic tools. 

The production of certain mediators by the infected placenta could partly explain the 

type of fetal damages. Among these mediators, the placental small Extracellular Vesicles (sEV) 

transmit biological information both in maternal and fetal compartments. These lipid 

nanovesicles, loaded with proteins and miRNA, are therefore of particular interest in the context 

of congenital hCMV infection, because they could 1 / play a role in the transmission of 

biological information from the infected placenta to the fetus and 2 / allow, via their presence 

in the maternal plasma, the development of biomarkers monitoring hCMV positive pregnancies. 

During my thesis, I sought to evaluate these two hypotheses, by combining trophoblastic 

cell models, ex vivo placental explants and in vivo clinical samples. First, my results showed 

that infection by hCMV modifies the secretion and composition of trophoblastic sEVs, which 

express a protein profile theoretically facilitating infection. Subsequently, I showed that these 

trophoblastic sEVs modified by hCMV exert a proviral effect on fetal cells naive of any 

infection (fibroblasts and neural stem cells). This proviral effect on the rate of infection of naive 

neural stem cells is also found with sEV from early placenta infected ex vivo and with sEV from 

amniotic fluid from pregnant patients with hCMV seroconversion. 

In addition, I developed a biobank composed of different samples from patients 

experiencing hCMV seroconversion during pregnancy. The two objectives of this biobank are 

to validate our fundamental results with clinical samples, and on the other hand, to ultimately 

develop a prognostic biomarker to monitor hCMV positive pregnancies. 

Taken as a whole, this work suggests that placental sEVs could participate in fetal 

damage observed during congenital hCMV infection, via a modification of their composition 

induced by the infection, by facilitating viral dissemination. In addition, the placental sEVs 

present in the mother’s plasma could be prime candidates in the development of new prognostic 

biomarkers. 
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Abréviations 

 

ADN = Acide DésoxyriboNucléique 

ARN = Acide RiboNucléique 

BAC = Chromosome Bactérien Artificiel 

C19MC = Chromosome 19 miRNA Cluster 

CPDPN = Centre PluriDisciplinaire de Dépistage Prénatal 

EBV = Virus Epstein Barr 

ESCRT = Complexes de tri endosomiques requis pour le transport (Endosomal Sorting 

Complex Required for Transport) 

EV = Vésicule Extracellulaire (Extracellular Vesicle)  

gB = glycoprotéine d’enveloppe virale hCMV B 

gH = glycoprotéine d’enveloppe virale hCMV H 

hCMV = CytoMégaloVirus humain 

βHCG = Hormone Gonadotrophine Chorionique Humaine 

HIPEC = Human Invasive Proliferative Extravillous Cytotrophoblast 

HPV = Papilloma Virus Humain 

HSV = Herpes Simplex Virus 

IgG = Immunoglobulines G  

IgM = Immunoglobulines M 

IMG = Interruption Médicale de Grossesse 

ISEV = Société Internationale des Vésicules Extracellulaires (International Society of 

Extracellular Vesicles) 

IRM = Imagerie par Résonnance Magnétique 

IVG = Interruption Volontaire de Grossesse 

kpb = kilo paires de bases  

lEV = grande Vésicule Extracellulaire (large Extracellular Vesicle) 

LIS1 = protéine Lissencéphie-1, codée par PAFAH1B 

MCP = protéine majeure de capside du Cytomégalovirus (Major Capsid Protein) 

MIEP = promoteur majeur d’immediate early (Major Immediate Early Promoter) 

miRNA = micro ARN 

MFIU = Mort Fœtale In Utero 

MOI = Multiplicité d’Infection (Multiplicity Of Infection) 
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MRC5 = lignée de fibroblastes fœtaux pulmonaires immortalisés 

MVB = corps multivésiculaire (MultiVesicular Body) 

NSC = Cellule Souche Neurale (Neural Stem Cell) 

NTA = Analyse de nanoparticules (Nanoparticle Tracking Analysis) 

PCR = réaction de polymérisation en chaîne (Polymerase Chain Reaction) 

PLAP = phosphatase alcaline placentaire (Placental Alkaline Phosphatase) 

PPARγ = Peroxisome Proliferator-Activated Receptor Gamma 

RCIU = Retard de Croissance Intra-Utérin 

sEV = petite Vésicule Extracellulaire (small Extracellular Vesicle) 

SIDA = Syndrome d’ImmunoDéficience Acquise 

siARN = petit ARN interférent (small interfering RNA) 

SNC = Système Nerveux Central 

SVF = Sérum de Veau Fœtal 

TLR = récepteur “tool like” (Tool Like Receptor) 

TNFα = facteur de nécrose tumorale alpha (Tumor necrosis factor α) 

VIH = Virus de l’Immunodéficience Humaine 

VSV = Virus de la Stomatite Vésiculeuse 
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INTRODUCTION 

 

Le Cytomégalovirus humain (hCMV) est un virus strictement humain, présentant une 

distribution mondiale. L’infection par le hCMV est asymptomatique chez l’adulte 

immunocompétent, mais peut induire de graves lésions chez des patients immunodéprimés ou 

chez le fœtus en cas d’infection en cours de grossesse. Dans les pays dits développés, l’infection 

congénitale par le hCMV reste la cause la plus fréquente d’infections congénitales et de lésions 

neurosensorielles. De plus, le hCMV possède un tropisme ubiquitaire et induit donc un panel 

de symptômes très variables, ce qui complique la prise en charge médicale sur les versants 

diagnostics comme pronostics. Dans ce travail de thèse, nous nous intéresserons spécifiquement 

à l’infection congénitale par le hCMV, une problématique majeure de santé publique en France, 

silencieuse malgré sa forte prévalence et partiellement comprise au niveau physiopathologique 

(Gandhi & Khanna, 2004). Une meilleure compréhension des mécanismes biologiques 

fondamentaux impliqués au cours de l’infection congénitale reste essentielle afin de proposer 

des axes de recherche plus appliqués qui pourraient permettre à terme d’en améliorer la prise 

en charge. Les vésicules extracellulaires (EV) placentaires, des médiateurs biologiques produits 

par le placenta, permettent une communication entre le versant maternel et le versant fœtal. 

L’étude des EV, en tant que modulateurs biologiques et en tant que biomarqueurs potentiels, 

est en plein essor au niveau mondial, grâce notamment à des progrès technologiques galopants 

et à une communauté de recherche très active (Théry et al., 2018). L’objectif de mon travail de 

thèse a été d’étudier ces vésicules extracellulaires placentaires au cours de l’infection par le 

hCMV, en analysant d’une part l’impact du virus sur leur sécrétion et leur composition, et 

d’autre part l’effet de ces vésicules extracellulaires placentaires sur la biologie des cellules 

fœtales au cours d’une infection par le hCMV. En suivant j’ai cherché à étudier l’impact de ces 

EV au plus proche de la physiopathologie clinique en réalisant des expériences sur explants 

placentaires ex-vivo et en constituant une collection biologique d’échantillons issus de patientes 

enceintes en séroconversion hCMV. 

La présentation du contexte soutenant ce travail de thèse s’articulera en deux parties : 

tout d’abord une présentation du hCMV sur les versants virologiques et biologiques ainsi qu’un 

focus sur l’infection en cours de grossesse et, dans un deuxième temps, une description de l’état 

des connaissances concernant les vésicules extracellulaires, dans les contextes spécifiques de 

la grossesse et des infections virales. 
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1. Le Cytomégalovirus humain 

 

1.1.  Généralités sur le Cytomégalovirus humain 

 

1.1.1. Historique de la découverte du Cytomégalovirus humain 

 

  La découverte du hCMV a été précédée, comme c’est fréquemment le cas pour les 

maladies infectieuses, par la description d’un panel de symptômes. En 1881 H. Ribberts décrit 

de très grandes cellules présentant des inclusions dans des coupes rénales et de parotide de 

fœtus décédés in utero (MFIU), de ce qu’il suppose être la syphilis. Sur une cohorte de 25 morts 

fœtales in utero présentant des pétéchies, hépatosplénomégalies et calcifications intracérébrales 

décrite par JP. Wyatt en 1932, ce dernier retrouve chez 100% des cas des cellules à inclusion 

nucléaires semblables à celles décrites par Ribberts. A ce stade l’étiologie virale de la maladie 

n’est pas encore envisagée. Grâce aux progrès réalisés en culture cellulaire, T. Weller isole en 

1957 à partir de cellules embryonnaires une souche virale issue d’un fœtus suspecté d’être 

décédé d’une infection congénitale à toxoplasmose. En parallèle M. Smith isole également une 

souche virale ressemblante à partir de glandes salivaires adultes présentant des grosses cellules 

à inclusions. En collaboration avec T. Weller, WP. Rowe isole ce qu’il pense être le virus 

responsable de la varicelle mais qui est en fait la même souche virale : celle du virus qui cause 

la « maladie des inclusions cytoplasmiques ». Trois groupes de recherche ont donc en parallèle 

mis en évidence une même souche virale qui, en 1960, est nommée Cytomégalovirus, selon son 

effet cytomégalique (Ho, 2007). 

La recherche sur le Cytomégalovirus débute alors plus formellement : identifications de 

différentes souches virales, spécificité d’espèce, études sérologiques de prévalence et 

mécanismes virologiques. 

1.1.2. Taxonomie 

 

Le genre Cytomégalovirus est un groupe de virus appartenant au groupe I (virus à ADN 

double brin), à l’ordre des Herpesvirales, à la famille des Herpesviridae et à la sous-famille des 

Betaherpesvirinae (Figure 1). La taxonomie précise de l’espèce virale communément appelée 

Cytomégalovirus humain est : Betaherpesvirus humain 5 (International Committee on 

Taxonomy of Viruses (ICTV), s. d.). 
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Figure 1 : Famille des herpes virus infectant l’Homme (Davison et al., 2009). 

 

1.1.3. Pathologies liées au Cytomégalovirus humain 

 

Asymptomatique chez l’adulte immunocompétent, l’infection par le hCMV peut induire 

de graves pathologies chez les patients immunodéprimés ou chez le fœtus en cours de grossesse. 

L’histoire naturelle de l’infection débute par une primo-infection via différents modes de 

transmission (fluides biologiques, iatrogène…) qui va induire une virémie. En cours de primo-

infection non contrôlée, le virus va passer de manière transitoire en phase de réplication active 

(productive) avant de débuter une phase de latence (Gandhi & Khanna, 2004). En effet, le 

hCMV appartient à la famille des Herpesviridae et possède donc la capacité de rester latent 

durant de longues périodes au sein de cellules réservoirs, présentant une transcription virale 

minimale et de fait se maintient « caché » du système immunitaire de l’hôte. Certains 

évènements immuno-déprimants (maladies, immunodépression pré-greffe induite, état 

d’immunosuppression relative lors de la grossesse) peuvent alors induire une sortie de phase de 

latence, et une réactivation virale avec un cycle de réplication active (Forte et al., 2020). 

D’autres part, les souches de hCMV étant nombreuses, il existe des cas de réinfections possibles 

avec une souche différente de celle de la primo-infection. L’histoire naturelle de l’infection par 

le hCMV et ses différentes étapes est illustrée dans la Figure 2 ci-dessous. 
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Figure 2 : Schéma de l’histoire naturelle de l’infection par le hCMV  

Quelle que soit la cause (primo-infection, réactivation ou réinfection) conduisant à une 

réplication virale active et une virémie, les conséquences restent assez similaires. Chez les 

adultes immunocompétents, l’infection va être contrôlée très rapidement, elle est le plus souvent 

asymptomatique ou peut induire un syndrome pseudo-grippal non spécifique. Chez les patients 

immunodéprimés (traitements immunosuppresseurs, infection VIH au stade SIDA), le hCMV 

atteint un vaste spectre d’organes par son tropisme très large. On retrouve alors fréquemment 

des lésions ulcéreuses cutanées et intestinales, des encéphalites, des rétinites et des défaillances 

multi-viscérales gravissimes pouvant être mortelles. Concernant l’infection congénitale par le 

hCMV, sa physiopathologie sera décrite plus en détail dans la partie I.1.3. 

En addition de ces pathologies d’infection « aigües », l’infection par le hCMV et les 

propriétés de latence de ce virus sont étudiées dans différentes pathologies que nous ne 

détaillerons pas. Le hCMV possède notamment plusieurs propriétés biologiques 

potentiellement onco-modulatrices (rôle anti-apoptotique, modulation de l’angiogenèse, …), ou 

ayant un impact sur la sénescence vasculaire. 

 

1.1.4. Modes de transmission 

 

Le hCMV est excrété dans de nombreux liquides et fluides biologiques : sang, urines, 

selles, larmes, salive, mucus nasal, sécrétions cervico-vaginales, sperme et lait maternel. Les 
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modes de transmission peuvent donc être très variables. Le taux d’excrétion virale est variable 

en fonction du statut du patient infecté, l’excrétion virale sera importante en phase de primo 

infection ou de réactivation lorsque la réplication virale est active, mais très faible voire nulle 

en phase de latence. On assiste par exemple à une forte excrétion virale lors de la primo-

infection chez des jeunes enfants, mais également chez des personnes âgées qui, dans un 

contexte d’immunodépression, subissent une réactivation virale souvent asymptomatique mais 

productive. Il existe une transmission horizontale fréquente chez les jeunes enfants lors du début 

de la vie en communauté via les sécrétions nasales et la salive (entre jeunes enfants, ou vers 

l’entourage proche). Cette phase de primo-infection à forte excrétion virale est responsable 

d’une grande part des séroconversions dans la population générale dans des pays dits 

développés (Cannon et al., 2014). La séroconversion en cours de grossesse est notamment 

fréquente chez les patientes séronégatives multipares, dont l’enfant aîné débute sa vie en 

collectivité. 

Concernant l’infection congénitale par le hCMV, la transmission verticale mère-

embryon se fait majoritairement par voie sanguine transplacentaire. Il existe des infections 

intrapartum (en cas d’infection active maternelle avec sécrétion de virus dans le tractus génital) 

et via le lait maternel qui peuvent être problématiques notamment chez les nouveau-nés 

prématurés. 

La transmission sexuelle du hCMV, via les sécrétions vaginales, le sperme, la salive et 

les contacts muqueux est également avérée (Handsfield et al., 1985). L’utilisation du 

préservatif, féminin ou masculin, empêche cette transmission. Cette transmission sexuelle est 

une autre des voies de transmission conduisant à la diffusion du virus dans la population 

générale, notamment chez les jeunes adultes. La transmission sexuelle peut être problématique 

en cours de grossesse où il existe théoriquement un risque d’infection congénitale par voie 

ascendante vaginale. 

La transmission peut également être iatrogène : par transfusion sanguine ou par greffe 

d’organe. Chez des patients immunodéprimés ou très jeunes (prématurés, nouveau-nés), ce 

transfert de virus peut déclencher une véritable maladie à hCMV et induire de graves atteintes. 

Dans le cas d’une infection post-transfusion, le transfert de hCMV peut se faire par deux 

mécanismes : transfert direct de virions infectieux si virémie ou bien par transfert de monocytes 

réservoirs contenant le virus sous forme latente. La présence de virions infectieux dans les dons 

de sang issus de la population générale adulte est heureusement rare. Toutefois, la 

séroprévalence de hCMV étant importante dans la population générale, le risque de transfert de 
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hCMV latent au sein des monocytes n’est pas négligeable (Diosi et al., 1969). Depuis les années 

1990, la prévention de la transmission du hCMV aux nouveau-nés (à terme ou prématurés) se 

fait par la transfusion de poches de sang déplétées en leucocytes (Eisenfeld et al., 1992). 

 

1.2.  Structure et biologie du Cytomégalovirus humain 

 

1.2.1. Structure du virion 

 

La particule virale du hCMV, de type sphérique, mesure entre 150 et 200nm de 

diamètre. Ce virus enveloppé comporte une capside virale icosaédrique (162 capsomères) 

contenant le matériel génétique viral. A l’extérieur de la capside, on trouve le tégument 

composé de protéines virales et cellulaires embarquées. Et enfin vers l’extérieur l’enveloppe 

virale d’origine cellulaire contient des glycoprotéines virales (gB, gH…) (Figure 3). 

 

Figure 3 : Structure de la particule virale du hCMV. ViralZone 

 

1.2.2. Génome viral 

 

Le génome du hCMV est une molécule d’ADN linéaire double brin de longue taille 

(≈235 kpb). Il n’existe pas de consensus sur le nombre de cadres de lecture total du virus, ni sur 

le nombre de protéines produites. En effet, les processus de transcription du hCMV sont variés 

et complexes, notamment en fonction des types cellulaires ou des états d’infection (productive 

ou latente) (Gatherer et al., 2011). Le nombre minimal de cadres de lecture ouverts admis 

jusqu’à récemment était de 200. En 2012, Stren-Ginossar et al. ont montré par des méthodes 
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d’analyse de transcrits que le hCMV pouvait présenter plus de 700 cadres de lecture (Stern-

Ginossar et al., 2012). 

Le génome du hCMV possède deux régions uniques : une région unique longue (Unique 

Long : UL) et une région courte (Unique Short : US). De part et d’autre on retrouve les 

séquences terminales répétées (Terminal Repeat TR) : respectivement TRS côté US et TRL 

côté UL. L’assemblage entre les séquences US et UL se fait par une répétition inversée de TRL 

et TRS : IRL et IRS (internal repeat long : IRL et internal repeat short : IRS). Cette organisation 

du génome est présentée de manière schélatique dans la figure 4. Le nom des gènes issus des 

cadres de lecture est défini selon leur position dans les différentes séquences (UL1, US1…) 

(Mocarski Jr., 2007). 

 

Figure 4 : organisation génomique schématique du hCMV (Crough & Khanna, 2009). 

 

1.2.3. Cycle viral 

 

1.2.3.1. Cycle viral réplicatif 

 

La biologie du hCMV in vivo alterne des cycles réplicatifs, des phases de latence et des 

épisodes de réactivation.  

Au cours d’un cycle viral classique d’une primo-infection, les particules virales de 

hCMV interagissent via leurs glycoprotéines virales avec des récepteurs cellulaires conduisant 

à leur internalisation (Figure 5.1). Le contenu du tégument ainsi que la capside sont relargués 

dans le cytosol. Certaines protéines virales débutent immédiatement leur rôle 

immunorégulateur et promoteur de réplication virale (Figure 5.2). La capside est transportée 

dans le noyau cellulaire et y largue le génome qui y est alors circularisé (Figure 5.3). 

L’expression des gènes viraux débute par les gènes très précoces IE (Immediate Early), suivis 

des gènes retardés précoces DE (Delayed Early) et enfin les gènes tardifs L (Late). L’expression 

des gènes tardifs induit dans le noyau l’assemblage génomique au sein des capsides puis leur 

sortie dans le cytosol. Au sein du cytosol la capside s’associe aux protéines du tégument 

néoformées et cette structure immature est dirigée vers l’usine d’assemblage virale (sites 

d’assemblages intracellulaires formés notamment par l’appareil de Golgi et le complexe 



22 
 

endosomal) (Figure 5 .4). La capside s’additionne alors d’autres protéines du tégument et 

s’entoure de l’enveloppe virale par bourgeonnement dans des vésicules intracellulaires de 

l’usine d’assemblage virale. Les particules virales complètes (capside comprenant le matériel 

génétique viral, protéines du tégument virales et cellulaires et enveloppe) sont alors sécrétées 

dans le milieu extracellulaire (Figure 5.5) (Beltran & Cristea, 2014; Crough & Khanna, 2009). 

 

Figure 5 : Cycle viral productif du hCMV. Phases très précoces, précoce et retardées du cycle 

viral productif (IE=immediate early ; E=early, L=late). D’après (Manandhar et al., 2019). 

 

1.2.3.2. Phase d’entrée 

 

La phase d’entrée du virion dans la cellule se compose de plusieurs étapes. L’entrée 

virale peut se faire par fusion des membranes virales et cellulaires à la surface ou après un 

processus d’endocytose. En premier lieu l’interaction entre la particule virale et la cellule est 

non spécifique (notamment via des héparane-sulfates). La liaison devient spécifique via la 

fixation à des récepteurs, variables selon le type cellulaire (PDGFR-a, EGF-R, DC-SIGN, TLR-

2…). Les glycoprotéines virales (gB, gH, complexe pentamérique) se lient alors avec des 

intégrines et initient la signalisation cellulaire conduisant à l’internalisation du virion. La 

fixation des glycoprotéines virales sur des récepteurs cellulaires variés (TLR…) peut induire 

avant même l’internalisation du virion des effets immuno-régulateurs ou immuno-
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manipulateurs. Les glycoprotéines virales sont hautement conservées, elles sont essentielles à 

la fusion et l’entrée virale (Gardner & Tortorella, 2016; Vanarsdall & Johnson, 2012). 

La fusion de l’enveloppe virale avec la membrane plasmique induit la libération dans le 

cytosol de la capside virale et du tégument. Les protéines présentes dans le tégument peuvent 

être d’origine virale mais également d’origine cellulaire (incluses dans la particule virale au 

moment de son enveloppement dans la cellule d’origine productrice du virion). Ces protéines 

du tégument relarguées dans le cytosol peuvent avoir un effet immédiat dès la fusion avec la 

cellule cible, notamment au niveau immun, en modifiant la signalisation cellulaire ou en 

facilitant la transcription virale via un adressage au noyau de la capside (Figure 6). Des 

protéines virales sont également adressées au noyau indépendamment de la capside. Deux 

protéines virales abondantes dans le tégument, pp65 et pp71, jouent un rôle respectivement dans 

l’évasion immunitaire et dans la mise en place de l’expression des gènes IE (ces protéines jouent 

également un rôle aux phases plus tardives du cycle viral) (Kalejta, 2008). 

 

Figure 6 : Processus de fusion virale, relargage des protéines du tégument dans le cytoplasme 

et transfert dans le noyau (Kalejta, 2008). 

 

1.2.3.3. Phase très précoce 

 

La phase très précoce de réplication virale résulte en la production des protéines IE 

(Immediate Early), impliquées dans des processus variés, notamment la mise en place de la 
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transcription virale ainsi que l’instauration d’un environnement cellulaire propice à la 

réplication virale. Les deux phosphoprotéines nucléaires essentielles de cette phase, IE1 (72 

kDa) et IE2 (86 kDa), sont sous le contrôle du MIEP (Major Immediate Early Promotor). Les 

rôles de IE1/2 sont variés : elles favorisent la réplication virale et la transcription de gènes 

viraux, elles modulent la transcription des gènes hôtes (notamment à visée immunotolérante) et 

inhibent le cycle cellulaire ainsi que l’entrée en apoptose. IE1 inhibe notamment l’activité 

méthyl transférase de ND10 et maintient ainsi un contexte chromatinien permissif à la 

réplication virale. IE1 et IE2 participent également à la tolérance immunitaire de la cellule cible, 

respectivement en diminuant l’ampleur de la réponse aux interférons et en inhibant la 

production de cytokines proinflammatoires (Paulus & Nevels, 2009). IE1 et IE2 ne jouent pas 

seulement un rôle dans le cycle viral réplicatif mais également au cours de l’initiation et du 

maintien de la latence. 

D’autres protéines produites au cours de la phase très précoce, comme IRS1 et TRS1, 

limitent via une inactivation de la protéine kinase R la réponse cellulaire aux interférons et ainsi 

l’apoptose (Braggin et al., 2016). 

 

1.2.3.4. Phase précoce 

 

Les protéines synthétisées au cours de la phase précoce sont majoritairement impliquées 

dans la transcription virale (initiation de la réplication ADN-polymérase) afin d’amplifier le 

génome viral. En parallèle les gènes Early codent également pour des protéines « du tégument » 

comme pp65, pp71, pp150 pUL48 qui jouent des rôles de modulation immunitaire (pp65, 

pp71), et qui sont essentielles pour l’entrée virale et doivent être inclues dans les virions 

néoformés (Kalejta & Albright, 2020; Tomtishen III, 2012). 

 

1.2.3.5. Phase tardive 

 

La phase tardive correspond à la phase finale d’assemblage des néo-virions.  C’est à 

cette phase que sont produites les protéines structurales capsidiques nécessaires à la formation 

des capsides et de leurs protéines associées. Les capsides sont assemblées au sein du noyau puis 

transportées vers le cytoplasme où elles rejoignent le complexe d’assemblage viral. Les 

protéines Late produites jouent des rôles dans le processus d’assemblage des particules virales 
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au sein des usines virales et le mécanisme d’enveloppement par bourgeonnement au sein de 

vacuoles dérivant de l’appareil de Golgi (trans-Golgi network) (Homman-Loudiyi et al., 2003). 

Au cours de l’enveloppement, des protéines virales, des protéines du tégument mais également 

des protéines cellulaires sont incluses dans l’espace tégumental entre la capside et l’enveloppe. 

Les particules virales complètes sont alors sécrétées dans le milieu extracellulaire. On note que 

certaines particules virales non fonctionnelles, des corps denses, peuvent également être 

produites et stockées au sein de la cellule (cytomégalique) ou sécrétées, sans avoir de potentiel 

infectieux. 

1.2.4. Latence et réactivation 

 

1.2.4.1. Latence 

 

Le Cytomégalovirus humain appartient à la famille des Herpesviridae et possède donc 

une capacité de latence. Cette persistance virale très efficace s’établit à la suite de la primo-

infection et perdure le long de la vie de l’individu infecté. A la différence d’un cycle réplicatif, 

au cours d’une mise en latence le virus ne se réplique pas, et il n’existe pas de production de 

nouveaux virions. Le matériel génétique du virus persiste dans le génome de cellules hôtes 

réservoirs sous forme épisomale. Les cellules réservoirs connues du hCMV sont les cellules 

souches hématopoïétiques CD34+ et les progéniteurs myéloïdes ; les précurseurs neuronaux et 

les cellules endothéliales sont quant à eux des réservoirs supposés.  Par ailleurs, les multiples 

phénomènes permettant l’entrée et le maintien en latence ne sont à ce jour pas tous explicités 

(Forte et al., 2020). 

Le mot clé décrivant le processus de latence est : manipulation. Le hCMV manipule sa 

cellule hôte, manipule la réponse immune et contrôle finement l’expression de ses transcrits 

afin d’assurer la réussite de ce camouflage au sein même de l’organisme infecté. Le nombre de 

transcrits est moindre par rapport à un cycle réplicatif, en partie par le maintien d’un haut degré 

de compaction chromatinienne (Figure 7) (Sinclair & Sissons, 2006). Le MIEP joue un rôle 

dans le maintien de la latence, son activation est limitée pendant la phase de latence par la 

présence de répresseurs transcriptionnels de l’hôte (HP1, KAP1). Le MIEP n’étant pas 

totalement inactivé, des transcrits de latence restent produits. Par exemple la protéine virale IE1 

est nécessaire au maintien du génome viral sous forme épisomale via une interaction avec le 

facteur de transcription de l’hôte SP1 (Reeves & Sinclair, 2013). 
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Figure 7 : Représentation schématique des processus de latence et de réactivation au cours 

d’une infection par le hCMV (Goodrum, 2016). 

 

1.2.4.2. Réactivation 

 

La latence virale est ponctuée d’épisodes de réactivation périodique, asymptomatiques 

pour le patient infecté, mais qui permettent la production de virions, une virémie et la 

transmission à d’autres hôtes, après quoi se remettra en place l’équilibre de persistance virale 

chez l’hôte infecté. Il peut également se présenter en cas d’immunosuppression un épisode de 

réactivation important, non contrôlé conduisant à des symptômes potentiellement létaux 

(Collins-McMillen et al., 2018). La réactivation a lieu au sein des macrophages ou des cellules 

dendritiques lors de la différenciation des progéniteurs myéloïdes (Figure 7) (Dupont & Reeves, 

2016). La réactivation est également un mode fréquent de transmission materno-fœtale chez les 

femmes séropositives pour hCMV, conduisant à des atteintes moins graves que les primo-

infections mais importantes par leur nombre (sous-estimé) (Lanzieri et al., 2014). 

A ce jour il n’est pas d’évènement connu qui déclencherait une réactivation du hCMV, 

il semblerait que l’initiation de la réactivation soit liée à un ensemble de processus viraux, 

cellulaires et dépendants de l’homéostasie de l’hôte. Tout évènement perturbant la relation 

virus-hôte (co-infection, switch immunitaire, traitement immunosuppresseur…) pourrait ainsi 

induire une rupture dans l’équilibre et provoquer une sortie de latence. 
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1.2.5. Tropisme cellulaire 

 

Le hCMV peut infecter un éventail de cellules très large : cellules endothéliales, 

épithéliales, cellules du tissu conjonctif, fibroblastes, cellules hématopoïétiques, cellules 

musculaires lisses. Ce tropisme cellulaire vaste explique la facilité relative avec laquelle le virus 

infecte de nombreux organes et ainsi la grande variabilité des symptômes retrouvés dans les 

maladies à hCMV. Les principales cellules cibles de l’infection réplicative sont les cellules 

endothéliales et épithéliales. La latence virale s’établit quant à elle dans les progéniteurs 

hématopoïétiques myéloïdes de la moelle osseuse (présence du génome viral mais pas de cycle 

réplicatif).  Au cours de la différenciation en monocytes et cellules dendritiques, il peut y avoir 

maintien de la latence ou réactivation virale. La présence de virus latent dans les monocytes, 

cellules ubiquitaires, entraîne une diffusion du matériel génétique viral dans tous les organes. 

Les cellules endothéliales et les progéniteurs neuronaux pourraient également être des cellules 

réservoirs du hCMV (pas de données in vivo) (Belzile et al., 2014; Dupont & Reeves, 2016; 

Sinzger et al., 2008). La latence peut donc se faire dans un grand nombre d’organes et conduire 

à des atteintes liées au hCMV des années après la primo-infection. 

Le tropisme cellulaire est lié à l’expression de certaines protéines d’entrée virale (par 

exemple les gènes UL128-UL150 pour l’entrée dans les cellules épithéliales et endothéliales). 

Ceci explique le tropisme différent entre plusieurs souches virales (notamment dans les souches 

virales dites de laboratoire), des altérations dans le locus de gènes UL128-131 au sein de 

différentes souches de hCMV pouvant moduler leur capacité à infecter certains types cellulaires 

(Ryckman et al., 2006; Sinzger et al., 2008). 

1.2.6. Souches virales 

 

Les génotypes retrouvés chez les patients sont très variables, avec des processus de 

combinaisons/recombinaisons, mutations : de nombreuses souches virales de hCMV coexistent 

et circulent activement dans les populations. Cette diversité de souches est retrouvée chez les 

adultes comme chez les enfants et pourrait expliquer en partie les différents tropismes 

cellulaires, symptômes et réponses immunes rencontrés.  Au sein d’un même individu, il existe 

des recombinaisons virales, plus importantes en cas d’infection par différentes souches de 

hCMV qu’en présence d’une unique souche virale (Suárez et al., 2019). 
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Concernant l’infection congénitale, le plus fréquemment une seule souche virale est 

retrouvée (identique chez la mère et le fœtus) et le passage transplacentaire ne semble pas être 

conditionné par un type spécifique de souche virale (Arav-Boger, 2015). 

La souche de référence de hCMV est la souche Merlin. Pour l’étude des effets 

biologiques du virus on distingue globalement les souches dites de laboratoires, qui ont perdu 

certaines séquences au cours de leur nombreux passages (AD169 par exemple) mais permettent 

une comparabilité des analyses, et des souches dites cliniques, isolées à partir d’isolats cliniques 

qui reflètent la grande variabilité de souches circulant chez l’homme, qui ont un tropisme 

cellulaire conservé notamment pour les cellules endothéliales (VHL/E) (Wilkinson et al., 2015). 

 

1.3.  Infection congénitale à Cytomégalovirus humain 

 

1.3.1. Epidémiologie de l’infection congénitale 

 

La séroprévalence pour le hCMV est variable en fonction des zones géographiques, 

notamment selon l’état socio-économique. La séroprévalence peut aller de 50% de la population 

générale, dans les pays « du Nord », jusqu’à plus de 90% de la population générale dans des 

pays à plus faible niveau socio-économique (Cannon et al., 2010; Gkrania-Klotsas et al., 2013). 

 

La séroprévalence au sein d’une population influe directement sur le risque de primo-

infection, notamment en cours de grossesse, sur le risque de réactivation ainsi que sur le 

développement de pathologies associées (Gandhi & Khanna, 2004). La plupart des études de 

séroprévalence et de suivi des cas d’infection congénitale par le hCMV ont été réalisées dans 

des pays nord-américains et européens, et Lanzieri et al. concluent suite à leur méta-analyse 

que l’impact de l’infection congénitale par le hCMV dans les pays dits en voie de 

développement reste largement méconnu (Figure 8) (Lanzieri et al., 2014). 
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Figure 8 : Séroprévalence du hCMV dans la population des femmes en âge de procréer 

(Lanzieri et al., 2014). 

La part de femmes en âge de procréer séronégatives pour le hCMV constitue la 

population la plus à risque de primo-infection en cours de grossesse et de transmission virale 

au fœtus. Toutefois, cette population à risque importante (50% des femmes en France) n’est 

que très peu informée sur l’infection congénitale et les risques associés. Dans des pays où la 

séroprévalence est plus importante, la majorité des infections congénitales sont liées à des 

phénomènes de réactivation ou de réinfection (Figure 9) (Leruez-Ville et al., 2020). 

 

Figure 9 : Séroprévalence chez les femmes en âge de procréer et taux d’infections congénitales 

à hCMV (Leruez-Ville et al., 2020). 

L’infection congénitale à hCMV est la cause la plus fréquente de déficits 

neurosensoriels d’origine infectieuse congénitale. Cette infection touche en France entre 0,5 et 

1 naissance vivante sur 100 (exclusion des fausses couches précoces et tardives, de morts 
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fœtales et d’interruption médicales de grossesses) (Cannon, 2009; Leruez-Ville et al., 2020). 

L’infection congénitale par le hCMV induit des effets délétères à plusieurs niveaux. Tout 

d’abord on retrouve bien sûr l’effet péjoratif sur le développement fœtal, notamment au niveau 

cérébral, avec des lésions plus ou moins marquées sur le cerveau ou encore des atteintes 

neurosensorielles. Les lésions de type cécité et surdité peuvent apparaître des années après la 

naissance : les enfants développant ce type d’atteintes risquent un retard de diagnostic et de 

mise en place de traitements palliatifs à leurs défauts sensoriels, ceci risquant d’enkyster des 

handicaps à une période de développement neurologique intense. La grande variabilité des 

atteintes rend le pronostic très complexe, notamment en cours de grossesse. Cette incertitude 

quant au devenir du nouveau-né peut induire un stress parental majeur. Sur le plan social, les 

séquelles à long terme de l’infection congénitale par le hCMV induisent des nécessités de 

traitement et d’accompagnement du handicap très coûteuses sur les plans humain comme 

financier. Dans des pays comme les USA où les interruptions de grossesse pour atteintes fœtales 

sont rares, le nombre d’enfants présentant des lésions à long terme liées à une infection 

congénitale à hCMV est au moins aussi important que celui des enfants présentant des atteintes 

liées à une trisomie 21 (Figure 10). 

 

Figure 10 : Principales causes de séquelles à long-terme chez les enfants (données annuelles 

aux USA) (Cannon et al., 2010). 

L’infection congénitale à hCMV est donc un problème majeur de santé publique en 

France, à la fois compte tenu de sa forte prévalence, des lésions néonatales de sévérité variable 

associées et des difficultés de prise en charge médicales. 

 



31 
 

1.3.2. Généralités sur l’infection congénitale 

 

L’infection congénitale se définit comme l’infection en cours de grossesse du fœtus par 

le hCMV. L’infection maternelle est généralement asymptomatique, elle peut conduire à un 

syndrome pseudo-grippal non spécifique, mais les lésions fœtales peuvent être majeures. Il 

existe deux modes de transmission du hCMV depuis la mère vers le fœtus. La plus décrite est 

la transmission sanguine, via les échanges sanguins au sein du placenta suite à une virémie 

maternelle. Une transmission virale ascendante depuis la filière génitale (vagin, sécrétions 

cervico-vaginales) est théoriquement possible mais très difficile à monitorer (Forman et al., 

2017). De manière générale l’histoire de l’infection est la suivante : infection ou réinfection ou 

réactivation chez la femme enceinte avec virémie, infection du placenta et réplication virale 

active au niveau placentaire, transmission du virus au fœtus puis infection fœtale suivie ou non 

d’atteintes fœtales. 

L’infection congénitale par le hCMV concerne en France entre 0,5 et 2% des naissances 

vivantes. Les infections sont plus rares et plus graves en péri-conceptionnel et au premier 

trimestre de grossesse. Certains auteurs retrouvent respectivement des pourcentages de 

transmission de 26%, 28% et 65% au premier, second et troisième trimestre de grossesse. En 

effet au premier trimestre l’embryon est en plein développement, la placentation est en cours et 

n’importe quel évènement peut activer la loi du « tout ou rien » et induire une fausse couche ou 

bien des lésions importantes. Au troisième trimestre de grossesse, les infections sont plus 

fréquentes, mais également moins pourvoyeuses d’atteintes péjoratives dans la mesure où 

l’organogénèse est plus avancée. Après une primo-infection au premier trimestre, entre 40% et 

50% des nouveau-nés développeront des séquelles neurosensorielles (Figure 11) (Leruez-Ville 

et al., 2020). 
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Figure 11 : Histoire naturelle de la primo-infection en cours de grossesse d’après (Leruez-Ville 

et al., 2020) 

En cas de primo-infection maternelle, le taux de transmission du hCMV au fœtus est 

estimé entre 30 et 40% au premier trimestre de grossesse (Cannon, 2009). Une étude récente 

réalisée à Necker, Paris, a montré que les infections congénitales par le hCMV étaient dues pour 

50% à une primo-infection et pour 50% à des réactivations ou des réinfections (Leruez-Ville et 

al., 2020). 

Contrairement à certains paradigmes antérieurs, Britt a réalisé en 2015 une revue de la 

littérature qui a montré que l’immunité anti hCMV antérieure à la grossesse, c’est-à-dire une 

infection hCMV ancienne, pourrait apporter une protection qui ne serait que très partielle chez 

la descendance et que cette protection serait notamment très limitée en ce qui concerne la 

transmission intra-utérine (Figure 12). Il parle donc de paradoxe apparent entre immunité 

ancienne à hCMV et infection congénitale, en effet l’état d’immunosuppression relative de la 

grossesse peut induire une réactivation virale qui peut elle-même induire une infection 

congénitale (Britt, 2015). 
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Figure 12 : Histoire naturelle de l’infection, primo-infection et infection non primaire, en cours 

de grossesse d’après (Britt, 2015) 

Concernant la transmission virale de la mère à l’embryon ou au fœtus, la souche virale 

retrouvée chez le fœtus est la même que celle présente chez sa mère. Il a été décrit des infections 

« mixtes » avec plusieurs souches virales impliquées, mais sans lien particulier avec une 

physiopathologie modifiée (Arav-Boger, 2015). De plus la souche virale impliquée au cours de 

l’infection est le plus souvent retrouvée au sein de toute la famille (au sens de communauté de 

vie). Gabrielli et al. ont montré que la charge virale présente dans les différents tissus fœtaux 

était positivement corrélée aux dommages cérébraux et aux défauts de fonctionnement 

placentaire (Gabrielli et al., 2012). 

Les lésions de l’infection congénitale par le hCMV se présentent le plus souvent de 

manière variable avec des atteintes fréquentes au niveau placentaire et au niveau cérébral, ainsi 

que des atteintes systémiques. Les atteintes fœtales les plus critiques sont retrouvées en cas 

d’infection en période péri-conceptionelle ou au cours du premier trimestre de grossesse. 

Nous détaillerons dans un premier temps la physiologie placentaire. Ceci nous permettra 

notamment de décrire les modèles de placentas de premier trimestre utilisés au cours de ce 

travail de recherche. Dans un deuxième temps, nous nous intéresserons particulièrement aux 

lésions cérébrales de l’infection congénitale à hCMV. 
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1.3.3. Physiologie placentaire 

 

Le bon fonctionnement placentaire est essentiel pour le maintien d’une grossesse 

physiologique et des échanges harmonieux entre la mère et l’embryon. Le placenta est un 

organe transitoire, qui va évoluer tout au long de la grossesse en parallèle de l’évolution fœtale, 

avec une durée de vie optimale équivalente à celle de la grossesse : 9 mois. 

1.3.3.1. Origine embryonnaire et modèles placentaires 

 

Le placenta fait partie des annexes fœtales, il possède le même matériel génétique que 

l’embryon (semi allogreffe temporaire pour la mère). Nous allons détailler rapidement le 

développement du placenta précoce afin d’y positionner les deux modèles de placenta utilisés 

dans ce travail de thèse. 

Au stade blastocyste de l’embryon, la phase la plus précoce de l’implantation débute 

avec l’accolement dirigé du blastocyste sur l’endomètre. A partir du 6ème jour de développement 

débute la nidation, c’est-à-dire la pénétration active et totale de l’œuf dans la muqueuse utérine. 

C’est au cours de cette phase de nidation que débute la différenciation de certaines annexes 

embryonnaires et notamment le placenta précoce. On observe la différenciation d’une partie du 

trophoblaste en syncytiotrophoblaste qui envahit la muqueuse utérine, le reste du trophoblaste 

devient alors le cytotrophoblaste et sépare la masse embryonnaire du syncytio-trophoblaste. Le 

syncytio-trophoblaste lyse l’endomètre et entraîne avec lui l’œuf jusqu’à son inclusion entière 

dans la muqueuse utérine en se creusant également de lacunes permettant une irrigation par le 

sang maternel. En suivant le stade lacunaire, les villosités primaires vont se mettre en place via 

la prolifération des cytotrophoblastes. Le mésoblaste extra-embryonnaire va les creuser pour 

former les villosités secondaires et enfin après mise en place de la vascularisation les villosités 

trophoblastiques tertiaires seront formées (3ème semaine). Les villosités tertiaires vont se 

multiplier et se développer jusqu’à la fin du troisième mois de grossesse, augmentant ainsi la 

surface d’échange entre les versants maternel et embryonnaire (Handschuh et al., 2007; Staun-

Ram & Shalev, 2005). 

 

L’invasion trophoblastique et le bon fonctionnement placentaire sont donc essentiels 

pour une grossesse physiologique, tout défaut d’implantation et/ou d’invasion pouvant conduire 
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à des fausses-couches ou à des pathologies gravidiques. Par exemple, la physiopathologie de la 

pré-éclampsie, longtemps considérée comme une pathologie hypertensive de fin de grossesse, 

prend en réalité ses sources dans un défaut d’invasion trophoblastique très précoce (O’Tierney-

Ginn & Lash, 2014). Les points d’interactions entre le versant maternel et fœtal sont variés : 

trophoblaste, synciotio-trophoblaste, chorion (Figure 13). Des défauts dans les échange au 

niveau de chacun de ces points de communication peuvent avoir des effets délétères sur le 

développement placentaire ou fœtal.  

 

Figure 13 : Les cinq points d’interaction de l’interface fœto-placentaire 1/ trophoblaste 

extravilleux au contact des cellules déciduales 2/ trophoblaste endovasculaire et interstitiel 

envahissant et remplaçant les parois des artères utérines 3/ syncytio-trophoblaste villositaire 

au contact du sang maternel dans la chambre intervilleuse 4/ chorion tapissant la chambre 

intervilleuse 5/ passage des cellules trophoblastiques dans la circulation maternelle (Mesdag 

et al., 2014). 

Pavan et al. ont développé, à partir de cellules cytotrophoblastiques extra-villeuses 

invasives issues de placenta de premier trimestre, la lignée HIPEC (Human Invasive 
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Proliferative Extravillous Cytotrophoblast), qui est le modèle cellulaire placentaire utilisé au 

cours de ce travail de thèse (Pavan et al., 2003). 

Afin d’étudier plus finement les mécanismes impliqués dans la physiopathologie du 

placenta précoce, Lopez et al. ont mis au point au sein du laboratoire une technique de culture 

ex-vivo d’explants trophoblastiques de placentas de premier trimestre issus d’IVG à l’interface 

air/liquide (Lopez et al., 2011). Cette méthode permet de conserver d’une part l’architecture 

des villosités (Figure 14), et d’autre part de maintenir en culture les différents types cellulaires 

impliqués dans le fonctionnement naturel du tissu (cytotrophoblastes, mais aussi cellules 

mésenchymateuses) et donc d’analyser des effets biologiques sur la structure tissulaire 

complète. Ce modèle tissulaire a été utilisé également au cours de ce travail de thèse, en 

complément du modèle cellulaire HIPEC. 

 

 

Figure 14 : Immunohistochimie sur explants de trophoblaste issus de placenta de premier 

trimestre A/ Cytokératine 7 (cytotrophoblaste) B/Phosphatase alcaline placentaire 

(cytotrophoblaste) C/ Vimentine (cellules mésenchymateuses) (Bergamelli et al., 2021). 

 

1.3.3.2. Fonctions physiologiques du placenta 

 

Le placenta exerce des rôles multiples envers le fœtus : transfert des nutriments, 

traitement des déchets, sécrétion d’hormones et de nombreux facteurs impliqués dans le bon 

équilibre du développement fœtal.  

Le placenta a longtemps été considéré comme une barrière entre la mère et le fœtus : il 

s’agit en réalité plutôt d’une non-barrière placentaire. La diffusion passive au sein de la 

« barrière » placentaire favorise les molécules de poids moléculaire <500 Da. Concernant le 

transport actif, le placenta exprime de nombreux transporteurs permettant de transférer vers le 

fœtus des molécules essentielles (folates) ou au contraire de favoriser l’efflux de certaines 

molécules. Le placenta permet le passage des IgG vers le compartiment fœtal, mais pas des 
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autres immunoglobulines, permettant ainsi la transmission d’une protection immunitaire 

relative au fœtus. En plus de ce rôle de transfert de nutriments et de traitement des déchets 

fœtaux, le placenta possède également un rôle sécréteur. Les hormones sécrétées par le placenta 

sont finement régulées au cours de la grossesse et leurs taux variables répondent aux besoins 

spécifiques de chaque trimestre, notamment l’hormone gonadotrophine chorionique humaine 

qui induit au premier trimestre le maintien de la sécrétion progestative du corps jaune.  

Nous développerons par la suite les effets de l’infection hCMV sur le placenta précoce. 

 

1.3.4. Atteintes placentaires liées à l’infection congénitale par le Cytomégalovirus 

 

Au cours d’une virémie maternelle, le hCMV peut infecter le placenta et y induire d’une 

part des modifications de fonctionnement induisant un panel de lésions variables, et d’autre part 

y installer de véritables usines de réplication virale productives. Cette réplication virale active 

conduit l’embryon ou le fœtus à être au contact avec le virus sur de longues périodes, et pas 

seulement sur une phase aigüe (Fisher et al., 2000). 

Au niveau clinique, les atteintes placentaires visibles en échographie 

sont principalement la placentomégalie et les calcifications placentaires. Le signe d’appel 

échographique le plus fréquemment retrouvé pour l’infection congénitale à hCMV est le retard 

de croissance intra-utérin. Ce RCIU peut être lié à la fois à l’infection directe de l’embryon ou 

du fœtus mais également aux défauts de vascularisation eux même liés à des défauts d’invasion 

trophoblastique optimale (Leruez-Ville et al., 2020). En 2019, Uenaka et al. ont analysé les 

caractères histologiques de 35 placentas de cas cliniques ayant présenté une infection 

congénitale à hCMV : ils ont retrouvé la présence de protéines virales de hCMV dans 30 de ces 

placentas et ont décrit que le nombre de cellules infectées était inversement proportionnel à 

l’âge gestationnel à l’accouchement. Les modifications de l’architecture des villosités et les 

scores d’inflammation chronique des villosités placentaires étaient par ailleurs 

significativement plus importants chez les patientes présentant une primo-infection que chez 

celles avec une réactivation virale (Uenaka et al., 2019). 

Au niveau moléculaire, certains mécanismes via lesquels le hCMV perturbe le 

fonctionnement placentaire sont décrits, mais la vue d’ensemble permettant d’expliquer la 

variabilité des lésions retrouvées reste, elle, incomplète (Njue et al., 2021). Il a notamment été 

montré que l’infection de cytotrophoblastes, issus de placentas précoces, par le hCMV induit 
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un défaut de migration et d’invasion des cytotrophoblastes via plusieurs mécanismes dont 

l’activation du facteur PPARγ et la diminution de l’expression de l’intégrine α1β1 (Fisher et 

al., 2000; Pereira et al., 2007; Rauwel et al., 2010). De plus, le hCMV limite la différenciation 

des progéniteurs trophoblastiques (Tabata et al., 2015). L’apoptose médiée par le TNFα est 

augmentée dans les trophoblastes suite à l’infection par le hCMV (G. Chan et al., 2002). 

L’infection par le hCMV induit également une inhibition de l’activité de l’indoleamine 2,3-

dioxygénase, conduisant à des dysfonctionnements placentaires précoces (Lopez et al., 2011). 

Ces mécanismes impliqués dans le processus d’infection du placenta par le hCMV sont 

représentés schématiquement dans la figure 15. 

 

Figure 15 :  Anatomie de l’interface materno-foetale et mise en évidence des mécanismes 

potentiels impliqués dans les atteintes de l’infection congénitale par le hCMV. 1/ 

Dysfonctionnement de la fonction et de la différenciation des progéniteurs trophoblastiques 2/ 

Limitation du potentiel d’invasion des trophoblastes extra-villeux 3/ Dérégulation de la voie de 

signalisation Wingless dans les cytotrophoblastes 4 /Augmentation de l’apoptose médiée par le 

TNFα dans les trophoblastes 5/Modification de profil cytokinique placentaire 6/ Inhibition de 

l’activité indoleamine 2,3-dioxygénase 7/ Baisse de l’expression trophoblastique des CMH1 

Abréviations :CMV = Cytomégalovirus; EVT = trophoblaste extra villeux; HLA = Antigène Leucocyte 
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humain; IDO = indoleamine 2,3-dioxygenase; IL-10 = interleukin-10; MCP = protéine 

chemoattractante monocytaire; MHC = complexe majeur d’histocompatibilité; ROR2 = récepteur 2 

aux tyrosine kinase-like; TBPC = cellules souches progénitrice de trophoblastes; Wnt = Wingless. Les 

flèches oranges vers le haut indiquent une surexpression et vers le bas une sous expression. D’après  

(Njue et al., 2021). 

En résumé, l’infection précoce du placenta par le hCMV exerce des effets sur le 

processus physiologique d’invasion trophoblastique, sur le métabolisme placentaire et induit 

des défauts dans l’équilibre d’échanges materno-fœtaux. 

 

1.3.5. Atteintes cérébrales liées à l’infection congénitale par le Cytomégalovirus 

 

De la même manière que pour les atteintes placentaires, les lésions retrouvées au niveau 

cérébral chez les embryons ou les fœtus infectés en cours de grossesse par le hCMV sont très 

variables. On peut les diviser en plusieurs catégories en fonction de leur gravité, de leur type 

(malformations ou défauts neurosensoriels) ou de leur temporalité d’apparition. 

L’infection congénitale par le hCMV cause le plus souvent des lésions de type 

neurosensorielles, avec des surdités et/ou cécité uni ou bilatérales. Ces lésions apparaissent 

généralement en dehors de la période périnatale et sont diagnostiquées tardivement au cours 

des premières années de vie de l’enfant. Lors du développement de la parole un appareillage 

auditif précoce peut permettre aux jeunes enfants de limiter le développement de handicaps trop 

sévères. Les retards ou défauts diagnostics peuvent donc être extrêmement délétères pour 

l’acquisition du langage et des capacités d’interactions sociales. L’infection congénitale par le 

hCMV peut également induire de l’épilepsie, principalement chez les nouveau-nés 

symptomatiques à la naissance. On retrouve fréquemment en cas d’infection en cours de 

grossesse des retards comportementaux et de développement (Leruez-Ville et al., 2020). 

 

Il n’existe pas à ce jour de moyen pronostic permettant de prévoir ces atteintes et la prise 

en charge passe essentiellement par de la prévention et le suivi des jeunes enfants dont on 

connait le statut hCMV à la naissance. C’est d’ailleurs pour la population de nouveau-nés non 

symptomatiques à la naissance que le risque de défaut de diagnostic est le plus important 

(Cannon, 2009). Sur 1000 naissances, le nombre d’enfants présentant des séquelles 

permanentes sera plus élevé dans la catégorie des nouveau-nés asymptomatiques par 
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comparaison avec celle des nouveau-nés symptomatiques (Figure 16 : case grisée « 118 

permanent disabilities »). C’est précisément cette population qui est à risque de défaut de 

diagnostic et de retard de prise en charge (Figure 16). 

 

Figure 16 : Arbre récapitulatif de la fréquence des lésions retrouvées dans la population 

générale des nouveau-nés infectés par le hCMV, symptomatiques ou non à la naissance, sur un 

panel d’enfants aux Etats-Unis. D’après (Cannon, 2009). 

Le suivi échographique et IRM si nécessaire permettent de mettre en évidence un certain 

nombre de lésions macroscopiques fréquemment retrouvées en cas d’infection congénitale à 

hCMV : microcéphalie, ventriculomégalie et hydrocéphalie. Des lésions plus rares peuvent 

également être retrouvées comme des agénésies du corps calleux, des lissencéphalies, des 

schizencéphalie etc.… (Leruez-Ville et al., 2020). Ces atteintes cérébrales peuvent être très 

délétères voire non viables (Figure 17). Les atteintes du système nerveux central visibles en 

imagerie sont globalement de mauvais pronostic, notamment si elles apparaissent au premier 

trimestre de grossesse (Cheeran et al., 2009). 
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Figure 17 : Atteintes cérébrales sévères dues à une infection congénitale à hCMV. A/ 

Calcifications périventriculaires et dilatation ventriculaire B/ Polymicrogyrie (défaut de 

migration neuronale) C/ schizencéphalie(A=Tomographie, B et C = IRM) D’après (Cheeran 

et al., 2009). 

En résumé concernant les lésions cérébrales induites par le hCMV, on retrouve des 

défauts cognitifs, des défauts de communication neuronale et des atteintes neurosensorielles, 

dont le diagnostic et la prise en charge restent complexes, notamment de par la très grande 

variabilité des lésions. 

Au niveau physiopathologique, l’infection par le hCMV induit des défauts de 

prolifération, de migration et de différenciation des cellules souches neurales dont les fonctions 

sont essentielles au bon développement cérébral précoce. L’infection par le hCMV peut 

également induire des altérations dans la mise en place des différentes couches corticales 

(Figure 18). Les effets sur le développement cérébral sont donc dévastateurs, car tous les futurs 

types cellulaires cérébraux résidants (neurones, astrocytes et oligodendrocytes), leur 

positionnement, ainsi que leur communication vont être perturbés.  
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Figure 18 : Schéma d’une coupe d’un hémisphère cérébral précoce mettant en évidence 

certains mécanismes neuro-pathogéniques retrouvés au cours de l’infection congénitale par le 

hCMV et induisant des défauts dans le développement de nouveaux circuits cérébraux. 1/ 

Limitation du potentiel d’auto-renouvellement des cellules souches neurales 2/ Impact délétère 

sur la capacité de différenciation des cellules souches neurales 3/ Défaut de migration des 

neuroblastes (retrouvé aussi chez les cellules souches neurales mais non décrit sur ce schéma) 

4/ Impact sur la formation physiologique des différentes couches neuronales du neocortex 5/ 

Défaut d’adressage des couches neuronales par les cellules gliales 6/ Sécrétion de médiateurs 

inflammatoires (cytokines, radicaux libres) pouvant affecter le bon développement neuronal 

via des effets cytotoxiques ou des modifications de voies de signalisation. D’après (Cheeran et 

al., 2009). 

Plus précisément au niveau moléculaire, le hCMV induit notamment une augmentation 

de l’expression de PPARγ ce qui induit un défaut de neuronogenèse au cours de la 

différenciation des cellule souches neurales en neurones (Rolland et al., 2016). De manière 

intéressante, le hCMV augmente également l’expression de la protéine LIS1 au sein des cellules 

souches neurales, induisant des défauts dans leur potentiel de migration (Rolland et al., 2021). 

Cette surexpression de LIS1 avait été préalablement décrite dans des cas génétiques de 
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lissencéphalie (une pathologie congénitale où les nombreux défauts de migration neurale vont 

induire des cerveaux sans gyrations d’apparence lisse). On retrouve dans certaines cas sévères 

d’infections congénitales à hCMV ces atteintes cérébrales « lissencéphalie like », où les fœtus 

peuvent présenter des cerveaux sans gyrations. 

Les cellules souches neurales humaines sont donc un modèle de choix pour étudier 

l’effet de l’infection par le hCMV sur les étapes précoces du développement cérébral 

(réplication, différenciation et migration). En effet, on peut induire spécifiquement la 

différenciation de ces cellules souches neurales en neurones, et donc quantifier l’impact de 

facteurs exogènes sur leur capacité de différenciation. La figure 19 illustre cette différenciation, 

avec un changement depuis des marqueurs cellulaires souches vers des marqueurs neuronaux 

au cours d’une expérience de différenciation des cellules souches neurales en neurones. 

Figure 19 : Caractérisation en immunofluorescence de cellules souches neurales humaines en 

conditions prolifératives (maintien du caractère souche) à gauche ou en conditions de 

différenciation (8jours) à droite. Marquage nucléaire (DAPI), marquage de cytosquelette non 

différencié (nestine), marquage nucléaire non différencié (SOX2), marquage de cytosquelette 

neuronal (β3Tubuline) et marquage nucléaire neuronal (HUC/D) D’après (Rolland et al., 

2016). 



44 
 

1.3.6. Autres atteintes liées à l’infection congénitale par le Cytomégalovirus 

 

En addition des atteintes placentaires et cérébrales, le hCMV peut induire un panel très 

large de symptômes extra-cérébraux chez le fœtus. Il s’agit de lésions viscérales souvent non 

spécifiques (intestin hyperéchogène et calcifications intestinales, hépatosplénomégalie), 

d’atteintes oculaires (choriorétinite) et de modification de la formule sanguine fœtale 

(thrombopénie) (Cannon et al., 2014; Leruez-Ville et al., 2020). 

 

1.3.7. Prise en charge médicale de l’infection congénitale par le Cytomégalovirus 

 

1.3.7.1. Diagnostic, pronostic et suivi 

 

Le diagnostic de l’infection congénitale à hCMV n’est systématique dans aucun pays. 

En France, deux cas de figure se présentent : recherche de séroconversion en cas de signes 

d’appel échographiques au cours d’un suivi de grossesse classique ou si la patiente enceinte est 

à risque particulier de contact avec le virus. En première intention, la sérologie maternelle, avec 

recherche des IgG et des IgM permet de connaître le statut quant à une infection ancienne. En 

cas de doute, une mesure d’avidité peut aider à déterminer si la séroconversion a eu lieu en 

période péri-conceptionelle ou à distance de la grossesse (Figure 20). 

 

Figure 20 : Profil d’évolution des IgG, IgM et de l’avidité des IgG suite à une infection. Le 

niveau d’IgG, d’IgM et l’avidité mesurés permettent d’estimer a posteriori la période au cours 

de laquelle a eu lieu la séroconversion.  
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En fonction des signes échographiques et des résultats sérologiques, le diagnostic de 

référence pour évaluer la transmission maternofœtale consiste à réaliser une PCR hCMV 

(UL83) sur du liquide amniotique. Le geste de l’amniocentèse, bien que maîtrisé, reste invasif 

et la réalisation de l’amniocentèse ne peut être faite qu’après 21 semaines d’aménorrhées (reins 

fœtaux fonctionnels) et 6 semaines après la primo-infection (Leruez-Ville et al., 2020). 

Une fois les données sérologiques, virologiques et cliniques connues, plusieurs 

possibilités sont envisagées par le corps soignant et les parents. A titre d’exemple, les femmes 

présentant une séroconversion sans lésions fœtales associées et avec PCR amniotique négative 

vont être suivies plus fréquemment avec des échographies supplémentaires mais les soignants 

vont être assez rassurants quant au devenir de l’enfant car le risque de lésions tardives est quasi 

nul. En France, si un fœtus présente des lésions graves voire létales, notamment cérébrales, 

l’équipe médicale peut proposer en accord avec le CPDPN et les parents une interruption 

médicale de grossesse. Entre ces deux cas extrêmes, il existe un vaste panel de situations 

cliniques très variables, et pour lesquelles les moyens pronostics font cruellement défaut. Les 

critères de gravité sont connus : infection à un faible âge gestationnel, lésions associées… mais 

l’établissement d’un pronostic reste complexe. Une équipe a récemment proposé un processus 

pronostic consistant à combiner plusieurs données cliniques et biologiques : données 

échographiques et compte plaquettaire fœtal (Benoist et al., 2008). Cette méthode est donc 

invasive car elle requiert une ponction de sang fœtal (cordocentèse) en plus de l’amniocentèse. 

Le suivi de ces couples mères-enfants ne s’arrête pas le jour de l’accouchement. En cas 

de naissance vivante, une recherche de hCMV par PCR sera réalisée sur salive et/ou urines 

néonatales afin de valider ou non l’infection du fœtus. En addition, ces nouveau-nés seront 

suivis par les équipes pédiatriques durant leurs premières années de vie afin d’évaluer leur bon 

développement ainsi que l’apparition potentielle de lésions neurosensorielles. La figure 21 

présente une proposition de protocole de prise en charge des infections congénitales à hCMV 

(suivi biologique et imagerie, potentiel traitement). 
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Figure 21 : Algorithme proposé pour la prise en charge de l’infection congénitale par le hCMV 

(Leruez-Ville et al., 2020). 

En résumé, la prise en charge médicale des infections congénitales à hCMV est 

complexe. Chaque dyade mère-fœtus peut présenter des variabilités biologiques et cliniques qui 

rendent difficile la mise en place d’un protocole de soin applicable à tous. Les parents comme 

les équipes médicales peuvent se sentir démunis face au manque de moyens pronostics 

existants, notamment concernant les lésions neurosensorielles. De plus il n’existe actuellement 

pas de consensus médical ni scientifique concernant les traitements de ces infections 

congénitales. 

1.3.7.2. Traitements 

 

Prévention et éducation thérapeutique 

Les patientes à risque de séroconversion hCMV en cours de grossesse sont 

majoritairement des femmes, au contact de fluides biologiques de jeunes enfants (travail en 

crèche, assistance maternelle ou aines à la maison) ou de personnes âgées immunodéprimées 
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(assistante de vie, aides-soignantes). La possibilité de réaliser de l’éducation thérapeutique via 

une information de prévention concernant l’infection congénitale est perçue positivement par 

les femmes en âge de procréer (Cannon, 2009). De plus, la mise en place de cette prévention 

concernant le risque d’infection congénitale à hCMV et une information sur les mesures 

d’hygiène et de prévention nécessaires chez des patientes séronégatives diminue 

significativement le taux de séroconversion en cours de grossesse (Vauloup-Fellous et al., 

2009). Comme de nombreuses interventions d’éducation thérapeutique, cette information de 

prévention n’est toutefois pas mise en place systématiquement en France en début de grossesse 

et de nombreuses femmes en âge de procréer et travaillant dans des domaines à risque de 

séroconversion hCMV n’ont pas connaissance des mesures de protection à mettre en place.  

Traitements médicamenteux de l’infection congénitale à hCMV 

Il n’existe pas actuellement de consensus médical concernant le traitement de l’infection 

congénitale par le hCMV. Le valaciclovir, prodrogue de l’aciclovir, est un inhibiteur de l’ADN-

polymérase avec peu d’effets secondaires notamment une toxicité rénale limitée. L’équipe de 

Leruez-Ville a montré en 2016 qu’un traitement à fortes doses de valaciclovir en cours de 

grossesse améliorait le devenir des fœtus modérément infectés par le hCMV (Leruez-Ville et 

al., 2016). Ce traitement potentiel est proposé dans le protocole de prise en charge des infections 

congénitales présenté en figure 21. Une étude clinique récente, en double aveugle avec groupe 

placebo a montré qu’un traitement par valaciclovir donné entre la séroconversion et la date 

prévue d’amniocentèse, semblait efficace pour réduire le taux d’infection verticale fœtale à 

hCMV du premier trimestre de grossesse (Shahar-Nissan et al., 2020). Il serait nécessaire de 

réaliser cette étude sur un plus grand panel de patientes présentant une séroconversion hCMV 

en cours de grossesse afin de déterminer notamment les posologies les plus adaptées. 

Vaccin contre le hCMV 

A ce jour, il n’existe pas de vaccin validé contre le hCMV, mais le développement d’un 

vaccin permettant de prévenir les infections, notamment chez les jeunes femmes avant leur 

grossesse a été défini comme une priorité de santé publique pour le siècle à venir par les agences 

internationales de santé publique. Plusieurs candidats vaccins ont été développé contre le 

hCMV et certains sont actuellement en phase clinique avec des résultats encourageants en 

termes d’immunogénicité et de tolérance (Figure 22). 
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Figure 22 : candidats vaccins contre le hCMV en cours d’études cliniques (Leruez-Ville et al., 

2020). 

En cas de vaccin approuvé et efficace se posera la question du calendrier vaccinal à 

mettre en place : à l’adolescence comme pour le vaccin contre le papillomavirus ? A la 

consultation pré-conceptionelle ?  

 

Dans cette première partie, nous avons suivi les différentes étapes clés de l’infection 

congénitale à hCMV. Comme décrit au cours de cette présentation, les mécanismes permettant 

d’expliquer les lésions liées à l’infection congénitale par le hCMV ainsi que leur variabilité 

restent méconnus. Dans ce contexte, nous nous sommes intéressés aux vésicules extracellulaires 

placentaires en tant que médiateurs biologiques de communication entre la mère et le fœtus. 

Dans le deuxième axe de cette introduction, nous allons nous focaliser sur les vésicules 

extracellulaires, en conditions physiologiques, en cours de grossesse ou encore au cours 

d‘infections virales. 
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2. Les vésicules extracellulaires 

2.1.  Généralités sur les vésicules extracellulaires 

 

2.1.1. Historique de la découverte des vésicules extracellulaires 

 

En 1983, Harding et al. s’intéressent au transfert du fer au sein des réticulocytes. Ils 

décrivent en microscopie électronique des vacuoles contenant des vésicules, avec des molécules 

de transferrine marquées préalablement à l’or, présentes sous la couche interne de la membrane 

plasmique. Ils nomment ces compartiments : endosomes multi-vésiculaires (Figure 23) (C. 

Harding et al., 1983). 

 

 

 

 

 

Figure 23 : Exocytose de vésicules contenues dans les endosomes multi-vésiculaires. 12/ 

Endosome multi-vésiculaire proche de la membrane plasmique Barre = 100 nm 13/ Exocytose 

du contenu d’un endosome multi-vésiculaire réticulocytaire marqué avec de la transferrine 

couplée à des billes d’or Barre = 200nm (C. Harding et al., 1983). 

Au-delà d’une meilleure connaissance d’un des mécanismes impliqués dans la 

régulation de la voie de la transferrine, cette découverte a permis d’aller plus loin que le modèle 

réticulocyte/transferrine en appliquant cette nouvelle description à d’autres thématiques de 

recherche. En 1996, Raposo et al. ont décrit dans des lymphocytes B  un système similaire de 

fusion de compartiment contenant des vésicules à la membrane plasmique et relargage dans le 

milieux extracellulaire. En plus de cette description, les auteurs ont montré un effet biologique 

immunitaire dû à ces vésicules sécrétées par les Lymphocytes B (présentation antigénique 

conduisant à une activation des T). Ils nomment ces vésicules exosomes (Figure 24) (Raposo 

et al., 1996). 
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Figure 24 : Image en microscopie électronique du culot de surnageant de culture des 

lymphocytes B centrifugé à 70000g, avec un immuno-marquage pour le CMH de type II. Barre 

= 200nm (Raposo et al., 1996). 

A partir de cette découverte non plus seulement descriptive mais liant les vésicules avec 

un effet biologique, la recherche dans le domaine des “exosomes” explose, tant sur le nombre 

de publications que sur les thématiques de recherche concernées. De nombreuses équipes 

s’intéressent à l’impact de ces exosomes sur la communication intercellulaire, en immunologie, 

en oncologie, dans des contextes infectieux… (C. V. Harding et al., 2013; Théry et al., 2002). 

Un point essentiel a consisté en la découverte du contenu en ARN messager et en 

miARN des exosomes, et du caractère transmissible de ces ARN (Valadi et al., 2007). De 

même, la preuve que le contenu exosomal n’était pas dû au hasard, mais qu’il existait réellement 

un enrichissement spécifique en certaines molécules a validé l’intérêt de la recherche sur les 

exosomes en physiopathologie. Depuis, la recherche sur les vésicules extracellulaires a connu 

un développement très important, nécessitant d’encadrer les bonnes pratiques d’étude et de 

s’accorder sur une nomenclature commune au niveau mondial (Théry et al., 2018). 

Notre intérêt se portant spécifiquement sur les vésicules extracellulaires placentaires, il 

convient de noter une incursion descriptive de la médecine dans ce domaine, bien avant la 

découverte « officielle » des vésicules extracellulaires. En 1893, G. Schmorl décrit dans des 

poumons de patientes enceintes décédées d’éclampsie des sortes de fragments syncitiaux, de 

regroupements circulaires de cellules de type fœtal ou placentaire qui auraient donc circulé 

depuis l’utérus jusque dans les poumons (Sadovsky et al., 2020). Cette observation a été la 

première base de travail pour explorer l’hypothèse selon laquelle des « médiateurs » 

placentaires ou des « fragments » originaires du placenta pourraient jouer un rôle dans certaines 

pathologies gravidiques. La première description “moderne” de vésicules extracellulaires 
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placentaires concerne la tolérance immunitaire maternelle placentaire via ces vésicules, chez 

des patientes présentant une pré-éclampsie (Frängsmyr et al., 2005). 

2.1.2. Types de vésicules extracellulaires et sémantique 

 

2.1.2.1. Sémantique 

 

Les vésicules extracellulaires se classent en différentes catégories selon leurs 

caractéristiques, notamment de taille, de biogénèse, de composition et de fonction. Aujourd’hui, 

malgré des progrès technologiques importants dans l’étude des EV, il n’existe pas de marqueur 

canonique d’un type d’EV particulier. Dans ce contexte il est impossible, voire faux, de parler 

d’exosomes, sans avoir réalisé une description exhaustive à la fois de la biogénèse, de la 

composition et des caractéristiques biophysiques de la population de vésicules étudiées. En 

termes de littérature, de nombreuses études ont été réalisées antérieurement aux 

recommandations internationales de nomenclature et une précision particulière doit être 

apportée à la sémantique lors de l’analyse de ces données scientifiques.  

Dans notre travail de recherche, conformément aux recommandations émises par la 

société internationale des vésicules extracellulaires (ISEV, société scientifique spécialisée sur 

le domaine des EV), nous utiliserons les termes génériques de vésicules extracellulaires et de 

petites ou grandes vésicules extracellulaires pour préciser les populations étudiées (Théry et al., 

2018). Afin de conserver une cohérence dans notre introduction, les données de la littérature 

produites seront également décrites suivant ces termes lorsque cela est possible, et non pas avec 

ceux utilisés dans les publications originales (remplacement du terme exosome par sEV quand 

le caractère exosomal n’a pas été défini par exemple).  

 

2.1.2.2. Populations de vésicules extracellulaires 

 

Les populations de vésicules extracellulaires produites par un type cellulaire donné sont 

très hétérogènes (Figure 25). On les différencie de manière théorique par leur voie de biogénèse, 

leur taille, leur composition et leurs fonctions. Il existe selon la classification actuellement en 

vigueur, les vésicules extracellulaires de petite taille (exomères et exosomes) et celles de 

grandes tailles (microvésicules, ectosomes, oncosomes et corps apoptotiques).  
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Figure 25 : Représentation schématique d’une cellule sécrétant des populations hétérogènes 

de vésicules extracellulaires, différenciées par leur voie de biogénèse et leur taille (Marostica 

et al., 2021). 

Exomères 

La découverte très récente des exomères a été rendue possible par des progrès 

techniques, notamment physiques permettant de séparer les populations de petites vésicules 

extracellulaires de manière plus précise (H. Zhang et al., 2018). Les exomères constituent une 

population de nanovésicules, présentant une taille moyenne de 35 nm et dont les processus de 

biogénèse ne sont pas connus (Zijlstra & Di Vizio, 2018). Comme les autres types de vésicules 

extracellulaires, les exomères contiennent des protéines, lipides et ARN non codant pouvant 

exercer une variété de fonctions biologiques. Bien que leurs impacts biologiques ne soient pas 

en totalité compris, on sait notamment que leur cargo protéique peut être transmis à une cellule 

réceptrice (Q. Zhang et al., 2019). 

Exosomes 

Les exosomes sont des nano-vésicules membranaires avec une taille allant de 50 à 150 

nm de diamètre, ils sont originaires de la voie endosomale. Tous les types cellulaires sécrètent 
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des exosomes (Kalluri & LeBleu, 2020). On peut plus spécifiquement détailler deux 

populations, celle des “large exosome” 90-120 nm et des “small exosome” 60-80 nm, mais cette 

distinction est rarement faite dans l’étude des effets biologiques des exosomes (Mathieu et al., 

2021; H. Zhang et al., 2018). Les exosomes sont chargés de manière spécifique avec leur cargo 

protéique, lipidique et génétique, il existe notamment un enrichissement spécifique en certaines 

protéines de surface ou intra-vésiculaires. Les exosomes permettent une communication locale 

ou à distance au sein de l’organisme, et la délivrance de leur cargo aux cellules cibles impacte 

de nombreux mécanismes physiopathologiques (oncogenèse, neuro-inflammation, modulation 

de certaines pathologies infectieuses…). En sus de ces effets biologiques, ce sont des candidats 

de choix pour le développement de biomarqueurs de suivi et/ou de prévention de certaines 

pathologies car ils se retrouvent dans tous les fluides biologiques (Doyle & Wang, 2019). 

Microvésicules 

A la différence des exosomes, les microvésicules se forment par bourgeonnement de la 

membrane plasmique. Leur taille peut varier entre 150 nm et 1µm de diamètre. De manière 

similaire aux exosomes, les microvésicules présentent une composition dépendante de la cellule 

d’origine, de son état d’activité physiologique et de la présence d’un état pathologique. Ce ne 

sont pas des vésicules inertes servant à décharger la cellule de ses déchets, leur cargo, chargé 

dans la vésicule de manière active, est transmis à des cellules cibles et y induit des effets 

biologiques. Les microvésicules présentent donc des caractéristiques, en termes d’effet 

biologique et de potentiel biomédical, assez similaires à celles des exosomes (Doyle & Wang, 

2019). 

Corps apoptotiques 

Les corps apoptotiques sont relargués dans le milieu extracellulaire par les cellules en 

apoptose. Ces vésicules présentent un diamètre très variable, allant de 500nm à 5µm. A la 

différence des exosomes et des microvésicules, le contenu des corps apoptotiques reflète celui 

du cytoplasme cellulaire, avec notamment la présence d’organelles entières. L’analyse 

protéomique des corps apoptotiques est similaire à celle obtenue après un lysat cellulaire, il ne 

semble donc pas y avoir, à la différence des autres types d’EV, de voie spécifique conduisant à 

une charge sélective de matériel cellulaire dans ce type vésiculaire (Doyle & Wang, 2019). 
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Dans notre étude, nous nous sommes particulièrement intéressées aux vésicules 

extracellulaires de petite taille d’origine trophoblastique et placentaire, dont nous avons montré 

qu’elles présentaient des caractères de type exosomal (taille, marqueurs et composition). Par la 

suite nous détaillerons spécifiquement la biogénèse, la structure et les fonctions des petites 

vésicules extracellulaires de type exosomal. 

 

2.1.3. Biogénèse et sécrétion des petites vésicules extracellulaires 

 

2.1.3.1. Biogénèse 

 

Schématiquement, la biogénèse endosomale des sEV se fait par invagination de la 

membrane au sein des endosomes tardifs. Les endosomes tardifs contenant les vésicules 

évoluent en corps multi-vésiculaires (MVB). Ces MVB peuvent alors fusionner avec la 

membrane plasmique, libérant ainsi les sEV dans le milieu extracellulaire (Figure 26).  
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Figure 26 : Différentes étapes de la biogénèse des sEV de type exosome et organites 

cellulaires impliqués. D’après (Kalluri & LeBleu, 2020). 

Plus précisément, la biogénèse des exosomes comporte des étapes successives 

impliquant de nombreuses organelles. Tout d’abord, les composants extracellulaires (protéines, 

lipides, métabolites…) pénètrent dans la cellule via une invagination de la membrane plasmique 

(Figure 26.1). La partie luminale de cette vacuole d’endocytose correspond à la face extérieure 

de la membrane cellulaire, avec notamment des protéines membranaires. Ce processus conduit 

directement à la formation d’endosomes précoces ou bien à la fusion de la vacuole d’endocytose 

avec des endosomes précoces déjà formés (par le réticulum endoplasmique ou le réseau 
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transgolgien). Les endosomes précoces contiennent donc des composants variés, intra et 

extracellulaires. Les endosomes précoces se transforment en endosomes tardifs au sein desquels 

va se produire un second processus de bourgeonnement, cette fois-ci intraluminal. Au sein des 

MVB, ces vésicules intraluminales (futures sEV) peuvent subir plusieurs modifications de leur 

cargo (Figure 26.2). On retrouve à ce stade, sur ou dans les vésicules intraluminales, des 

protéines cytoplasmiques mais d’autres également originaires de la membrane plasmique. Les 

corps multivésiculaires peuvent ensuite fusionner avec des autophagosomes et leur contenu sera 

dégradé au sein des autophagolysosomes, ou bien fusionner directement avec les lysosomes 

(Figure 26.3). Une autre voie possible consiste en la fusion des corps multivésiculaires avec la 

membrane plasmique grâce à de protéines d’amarrage ce qui induit le relargage dans le milieu 

extracellulaire de leur contenu en vésicules (Figure 26.4). L’exocytose des sEV via ce 

mécanisme conduit donc les sEV à présenter les protéines initialement présentes à la surface 

cellulaire sur leur propre membrane externe (Kalluri & LeBleu, 2020). 

 

De nombreuses protéines sont impliquées dans le processus dynamique de biogénèse 

des sEV, notamment les GTPases RAB, les protéines ESCRT, certaines protéines de la famille 

des tétraspanines (CD9, CD63, CD81) et d’autres protéines souvent utilisées comme marqueurs 

des exosomes (Alix, TSG101, flotilline). Plusieurs complexes ont été décrits comme ayant un 

rôle dans la maturation endosomale des corps multivésiculaires et donc dans la synthèse des 

sEV. On retrouve les composants ESCRT, le complexe des tétraspanines et la voie lipidique de 

la sphingomyélinase/céramide (Figure27). A l’heure actuelle, on ne sait toutefois pas si ces trois 

complexes agissent de manière simultanée ou indépendante la maturation des corps 

multivésiculaires (Colombo et al., 2014). L’inactivation de la voie ESCRT n’empêche 

d’ailleurs pas la formation des corps multivésiculaires (Stuffers et al., 2009). 
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Figure 27 : Les trois voies principales impliquées dans la biogénèse des sEV au sein des corps 

multivésiculaires :  « ESCRT », « tétraspanines » et « shingomyélinase » (Colombo et al., 

2014). 

2.1.3.2. Sécrétion 

 

La sécrétion des sEV se fait majoritairement par exocytose des corps multivésiculaires 

contenant les vésicules directement dans le milieu extracellulaire (Figure 28). La protéine 

Rab27a/b est impliquée dans cette maturation des corps multivésiculaires. De manière 

intéressante, Rab27a/b joue également un rôle dans le relargage de certains virions (Mathieu et 

al., 2019). 
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Figure 28 : Mécanismes simplifiés de sécrétion des sEV contenues dans les MVB jusqu’au 

milieu extracellulaire (Mathieu et al., 2019). 

2.1.4. Structure et composition des petites vésicules extracellulaires 

 

2.1.4.1. Structure 

 

Les sEV sont des nano-vésicules lipidiques membranaires sphériques, de 50 et 150nm 

de diamètre (Figure 29). L’analyse de la structure de ces petites vésicules fragiles se fait 

préférentiellement grâce aux techniques de microscopie électronique (classique ou cryoEM) 

qui permettent une résolution fine et donc une étude de leur morphologie (Colombo et al., 2014; 

Raposo et al., 1996). 

 

Figure 29 : sEV de cellules trophoblastiques analysées en microscopie électronique à 

transmission. On retrouve une pseudo-structure classique liée aux artéfacts de fixation (forme 

circulaire, avec une double membrane apparente ressemblant à une « tasse ») Barre =100nm 

(Bergamelli et al., 2020) 

En utilisant les techniques de NTA (Nanoparticle Tracking Analysis), on peut également 

définir la distribution de taille dans la population de vésicules étudiées, en se basant sur leur 

mouvement Brownien (Figure 30). 
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Figure 30 : Image d’illustration d’un compte rendu d’analyse NTA : représentation de 

l’intensité relative des particules en fonction de leur taille (2D à gauche et 3D à droite).  

 

2.1.4.2. Composition 

 

La composition des sEV est très variable, dépendante du type cellulaire d’origine et 

également de l’état physiologique ou pathologique de la cellule. De plus, les sEV issues d’un 

même type cellulaire peuvent être hétérogènes en terme de composition. C’est pourquoi, pour 

être plus précis, il convient de parler de population d’EV. L’analyse de certains marqueurs 

canoniques liés à la biogénèse endosomale permet par exemple de décrire une population d’EV 

comme étant une population d’exosomes (Jeppesen et al., 2019; Mathieu et al., 2021). On 

retrouve dans les sEV différentes familles de molécules : protéines, lipides, acides nucléiques. 

Des outils collaboratifs (Exocarta, EVpedia) permettent une collecte de toutes les données 

concernant la composition des EV afin de faciliter les recherches futures et l’accès à une 

littérature unifiée au niveau mondial. 

La composition globale du contenu des sEV est détaillée dans la figure 31. Nous allons 

par la suite détailler plus précisément leur composition en protéines et en miARN.  
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Figure 31 : Représentation schématique de la composition des sEV : protéines, lipides, acides 

nucléiques, métabolites. D’après (Kalluri & LeBleu, 2020). 

Lipides 

La membrane lipidique délimitant les sEV se compose notamment de cholestérol, de 

phosphatidylsérine, de céramide, de sphingomyéline et de LBPA (acide lysobisphosphatidique) 

témoignant de l’origine endosomale des exosomes.  

Protéines 

On peut séparer les protéines contenues dans les sEV suivant leur localisation 

(membranaire ou luminale), selon leurs fonctions ou leur spécificité dans un contexte 

physiopathologique. Certaines protéines, si elles sont retrouvées ensemble, sont des marqueurs 

canoniques des exosomes : tétraspanines membranaires CD9/CD63/CD81, Alix, TSG101, 
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flotilline. On peut notamment analyser le contenu protéique des sEV par protéomique, le plus 

puissant étant de corréler plusieurs méthodes. L’analyse protéomique des EV permet une 

description fine de leur composition protéique, Haraszti et al. ont par exemple identifié par 

protéomique plus de 3500 protéines à partir de sEV issues de trois lignées cellulaires différentes 

(cellules souches mésenchymateuses, cellules de glioblastome et cellules de carcinome 

hépatocellulaire). Ils ont notamment décrit que l’enrichissement en protéines exosomales dans 

les sEV n’était pas similaire pour chaque lignée : les sEV de glioblastome sont par exemple 

fortement enrichies en tétraspanine 4, et les sEV de carcinome hépatocellulaire sont enrichies 

en CD81 et flotilline1 par comparaison à leur cellule d’origine (Haraszti et al., 2016).  En plus 

de la présence des marqueurs canoniques d’exosomes, l’analyse protéomique des sEV permet 

de décrire certaines voies de signalisation potentiellement modulées par les protéines enrichies 

dans les sEV, que cela soit par rapport à leur type cellulaire d’origine (enrichissement), ou bien 

dans un contexte de comparaison de conditions physiologique et pathologique par exemple. 

miARN  

Parmi les composants enrichis au sein des sEV, on retrouve les miARN. Ces petits ARN 

non codants interviennent dans la régulation de nombreux processus biologiques, et leur 

enrichissement dans les sEV laisse supposer des effets potentiels à distance de leur cellule 

d’origine. En effet ces miARN peuvent être transférés via les sEV dans des cellules réceptrices 

distantes et différentes des cellules d’origine des sEV. Par exemple, des miARN contenus dans 

des EV d’origine parasitaire peuvent moduler la réponse immunitaire de l’hôte (J. Liu et al., 

2019). 

Dans le cadre de l’étude des infections congénitales virales au niveau placentaire, un 

cluster de microARN présente un intérêt particulier : le cluster de miARN C19MC. Il s’agit 

d’un large cluster présent spécifiquement dans le placenta de primates et dont certains miARN 

jouent un rôle antiviral au cours de la grossesse (Malnou et al., 2019). Donker et al. ont montré 

que les miR du C19MC sont les miARN les plus fortement exprimés dans des sEV issues de 

trophoblastes primaires humains (Donker et al., 2012). Les miARN présents dans les sEV 

trophoblastiques pourraient donc jouer un rôle essentiel sur le maintien de la physiologie 

gravidique (Ouyang et al., 2014). 
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2.1.5. Défis liés à la purification et à l’étude des sEV 

 

Il existe de nombreuses méthodes de séparation des populations d’EV afin d’en purifier 

un sous type. En effet, les différents types d’EV présentent des tailles, des densités différentes 

et des marqueurs plus ou moins spécifiques. Ces propriétés permettent leur séparation grâce à 

des techniques basées sur de la précipitation, de la chromatographie d’exclusion de taille ou 

encore par des méthodes d’ultracentrifugation différentielle et/ou en gradient de densité (Figure 

32). Le choix de la méthode de préparation des EV se fait en fonction du schéma expérimental, 

du type d’EV étudié et du type de biofluide dans lequel se trouvent les EV. Les différentes 

techniques possèdent des rendements de production, des niveaux de pureté et des facilités 

d’utilisation variables (Brennan et al., 2020). 

Figure 32 : Représentation schématique des différentes méthodes de purification des EV A / 

Biofluide de départ B / Séparation par ultracentrifugation différentielle avec ou sans gradient 

de densité C/ Séparation par ultrafiltration D / Séparation par chromatographie d’exclusion 

de taille E / Séparation par fractionnement de flux F / Séparation par précipitation G / 

Séparation par immuno-affinité (Monguió-Tortajada et al., 2019). 

Depuis l’émergence de la recherche sur les EV, quasiment chaque laboratoire, voire 

chaque équipe, utilisait un protocole différent pour purifier les EV ce qui explique la très grande 

variabilité dans les publications et la grande difficulté à comparer les données. Afin 



63 
 

d’homogénéiser les protocoles, en 2018 a été publié le MISEV (minimal information for studies 

of extracellular vesicles), qui donne une base commune de travail dans le domaine des EV, les 

différents protocoles de purification et de caractérisation des EV (Théry et al., 2018). En 

addition de ces recommandations, un outil « EV-Track » permet à chaque chercheur de 

confronter son protocole aux recommandations et ainsi d’abonder la base collaborative des 

différentes méthodologies (Van Deun et al., 2017). 

En contexte infectieux, l’étude des sEV peut se compliquer : les sEV et certains virus 

présentent des caractéristiques biophysiques similaires (Hoen et al., 2016). Grâce à des densités 

différentes, il est parfois, mais pas toujours, possible de séparer les populations de sEV et de 

virus grâce à des gradients de densité (Théry et al., 2018). 

Dans le contexte de l’étude des sEV placentaires au cours d’une infection par le hCMV, 

et avec le but d’étudier l’impact de ces sEV sur des NSC fragiles nous avons fait le choix 

d’utiliser une purification des sEV par ultracentrifugations différentielles avec une étape finale 

de gradient de densité. D’une part cela nous permet d’avoir des préparations pures et dénuées 

de particules virales infectieuses. D’autre part cette méthode nous permet de traiter notre 

volume important de liquide de culture. Ce choix technique reproductible implique que nous 

avons accès à des populations de sEV pures mais avec un rendement plutôt faible (Bergamelli 

et al., 2021). 

 

2.2.  Physiopathologie et vésicules extracellulaires 

 

2.2.1. Principales fonctions des petites vésicules extracellulaires 

 

Les vésicules extracellulaires ont longtemps été considérées comme des déchets 

amorphes, permettant aux cellules de se débarrasser d’un surplus de matériel et de limiter ainsi 

la surcharge cellulaire. On sait aujourd’hui que les EV sont des médiateurs biologiques 

essentiels en physiopathologie, chez les procaryotes comme les eucaryotes. Dans l’organisme, 

on retrouve des sEV d’origine variée dans virtuellement tous les fluides biologiques :  plasma, 

urine, salive, liquide amniotique, liquide cérébro-spinal, lait maternel, larmes, lymphe, liquide 

articulaire… En effet, tous les types cellulaires produisent des vésicules extracellulaires 

(neurones, adipocytes, trophoblastes) qui exercent de nombreux rôles biologiques (Kalluri & 

LeBleu, 2020; Le Lay et al., 2021). 
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La composition des EV, notamment des exosomes, reflète certes l’état de la cellule 

productrice, mais n’est pas due au hasard : il existe une surreprésentation de certains 

composants cellulaires dans les sEV. Les phénomènes conduisant à cet enrichissement restent 

mal compris. Toutefois, la forte spécificité de certains composants (faible quantité cellulaire et 

forte quantité vésiculaire) peut laisser penser à une synthèse spécifique de vésicules à visée de 

délivrance fonctionnelle de molécules à d’autres cellules. 

Les sEV jouent des rôles essentiels de communication intercellulaire à courte et longue 

distance. Des sEV d’un type cellulaire peuvent interagir avec : le même type cellulaire dans un 

organe distant ou bien d’autres types cellulaires au sein du même organe ou à distance. 

L’internalisation des sEV peut toutefois être favorisée dans certains types cellulaires. Cette 

communication intercellulaire a lieu dans des conditions physiologiques et pathologiques 

(Figure 33). En effet, la composition des sEV peut être altérée au cours de nombreux processus 

pathologiques (cancer, infection, inflammation) (Kalluri & LeBleu, 2020). 

 

Figure 33 : Les populations de sEV constituent un système de communication cellule-cellule 

avec des fonctions très variables au sein de l’organisme (Kalluri & LeBleu, 2020). 
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Les sEV maintiennent activement la balance physiologique au sein de l’organisme, avec 

entre autres des effets essentiels sur : la régulation immunitaire, la réponse anti microbienne, le 

contrôle du cycle cellulaire. Les sEV peuvent également jouer un rôle dans la pathogénèse, en 

augmentant la diffusion de maladies (ex : métastase de mélanome), ou induisant une sensibilité 

accrue à certains composés ou microbes. Les sEV « exogènes » provenant de pathogènes, du 

microbiote ou de l’alimentation exercent également des fonctions biologiques, notamment sur 

le maintien d’une homéostasie gastro-intestinale (Berger et al., 2020). On parle alors des sEV 

comme inducteurs ou modérateurs de pathologies (Kalluri & LeBleu, 2020; J. Liu et al., 2019). 

Comme décrit par Margolis et Sadovsky, il reste de nombreux défis à relever afin de 

mieux appréhender le « nano » monde des EV et de leurs vastes effets biologiques (Figure 34) 

(Margolis & Sadovsky, 2019). 

 

Figure 34 : Les huit défis à résoudre pour mieux appréhender le champ de la biologie des 

vésicules extracellulaires : 1/ La diversité de taille 2/ Biogénèse des EV 3/ Tri du cargo des EV 

4/ Analyse de la spécificité de cible 5/ Les EV versus les virus 6/ La distribution des EV à la 

cellule cible 7/ Les différentes étapes d’utilisation des cargos 8/ Les fonctions des EV en 

physiologie et en pathologie (Margolis & Sadovsky, 2019). 

Le travail de recherche effectué au cours de cette thèse a visé à étudier certains aspects 

complémentaires des défis présentés en figure 34 notamment concernant les liens entre les virus 

et les EV ainsi que leur impact en physiopathologie au cours de l’infection congénitale par le 

hCMV. 
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2.2.2. Biodistribution des petites vésicules extracellulaires 

 

Nous avons vu que les sEV exercent un panel très vaste d’effets biologiques, certaines 

fois à distance de leur zone de sécrétion. Elles sont présentes dans tous les fluides corporels et 

se déplacent donc dans tout l’organisme. On retrouve par exemple dans le sang des sEV 

originaires de tous les organes (foie, placenta, cerveau…). Mathieu et al. ont émis l’hypothèse 

qu’au vu du faible cargo possiblement chargé dans les sEV comparé à leurs impacts biologiques 

importants, le trafic et la distribution efficace des sEV pourraient expliquer en partie leurs effets 

modulateurs (Mathieu et al., 2019).  

Dans le cadre de la thématique de l’infection congénitale par le hCMV, nous allons nous 

intéresser particulièrement au passage de deux barrières physiologiques de l’organisme par les 

sEV : la barrière placentaire et la barrière hématoencéphalique.  

 

2.2.2.1. Barrière placentaire 

 

Le placenta constitue une non-barrière pour la transmission des sEV, on retrouve des 

sEV d’origine maternelle dans le compartiment fœtal, et à l’inverse des sEV d’origine fœtale 

dans le sang maternel. En utilisant des rapporteurs, Sheller-Miller et al. ont étudié le trafic et 

les échanges intenses existant entre les deux versants et auquels les sEV participent de manière 

active (Sheller-Miller, Choi, et al., 2019). 

Pour rappel, le placenta appartient aux annexes fœtales, avec une origine semi 

allogénique pour la mère. Il constitue l’interface d’échange entre le fœtus et la mère et les sEV 

d’origine placentaire peuvent être sécrétées dans le compartiment fœtal comme dans le 

compartiment maternel (Figure 35) (Czernek & Düchler, 2020). 
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Figure 35 : Illustration de la barrière placentaire humaine séparant les circulations maternelle 

et fœtale et présence des différents types de sEV (exosomes) (Czernek & Düchler, 2020). 

 

2.2.2.2. Barrière hémato-encéphalique 

 

Les sEV passent la barrière hématoencéphalique, chez la souris in vivo et dans des 

modèles de barrière hémato-encéphalique humaine in vitro. Ce passage se fait pour les sEV 

systémiques vers le cerveau, comme pour les sEV cérébrales vers le compartiment systémique 

(Figure 36).  
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Figure 36 : Passage bidirectionnel des sEV (en orange) au travers de la barrière 

hématoencéphalique (D’Anca et al., 2019). 

Banks et al. ont testé le passage de différents types de sEV (d’origine humaine ou 

murine, issues de cellules saines ou de lignées cancéreuses) et ont conclu que bien que toutes 

les populations de sEV passent la barrière hémato-encéphalique chez la souris in vivo, elles 

n’ont pas toutes la même efficacité de transfert au cerveau. Par ailleurs, les mécanismes de 

transport des vésicules adoptés préférentiellement par un type de sEV sont variables : 

transporteurs spécifiques, transcytose ou encore système d’efflux (Banks et al., 2020). 

L’utilisation des sEV comme cargo pour transporter des composés vers le cerveau en 

s’affranchissant partiellement de l’effet barrière est d’ailleurs très prometteur en termes de 

traitements. In vitro, des sEV délivrées par voie systémique permettent notamment le transfert 

de siARN et de shARN (petites ARN interférents) au cerveau (Alvarez-Erviti et al., 2011; Izco 

et al., 2019). Yuan et al. ont par ailleurs montré que les sEV de macrophages transportent des 

protéines au cerveau en cas d’inflammation cérébrale (Yuan et al., 2017). Le passage 

physiologique des sEV systémiques vers le cerveau peut également être utilisé par des microbes 

à leur avantage, afin de limiter leur immunogénicité et de disposer d’un transporteur de choix 

(Zhou et al., 2018). 

Dans le sens inverse, concernant le passage des sEV depuis le cerveau vers le 

compartiment systémique, on peut avoir accès de manière non invasive (prise de sang 

périphérique) à des informations biologiques très spécifiques de l’état de physiologie ou de 
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pathologie cérébrale. En effet, les sEV cérébrales peuvent être enrichies avec un cargo 

spécifique de la pathologie en cours, et donc être utilisées comme moyen diagnostic ou comme 

outil de suivi (Skog et al., 2008). 

Concernant la barrière hématoencéphalique fœtale ou néonatale, bien que partiellement 

fonctionnelle, elle reste une structure théorique : l’architecture cellulaire n’est pas en place, les 

cellules ne sont pas matures et de nombreux composés traversent cette « non-barrière » très 

permissive par rapport à la barrière hémato-encéphalique adulte. Il n’existe pas à notre 

connaissance d’étude spécifique sur le passage des sEV au travers de la barrière hémato-

encéphalique fœtale, mais la structure étant plus permissive qu’à l’âge adulte nous supposons 

que les sEV passent de manière a minima similaire, et selon toute probabilité de manière plus 

importante.  

 

2.2.3. Vésicules extracellulaires et infections virales 

 

2.2.3.1. Similarités de structure et de biogénèse 

 

Les virus et les sEV présentent des caractéristiques biophysiques communes et des 

similarités de biogénèse (Hoen et al., 2016). A titre d’exemple, les virions de VIH-1 (120nm) 

sont enrichis en CD81 et CD63, et possèdent la même densité que les sEV.  Une cellule infectée 

va donc pourvoir théoriquement produire une large gamme de particules : particules virales 

infectieuses, particules virales non infectieuses, EV contenant des composants de l’hôte mais 

également du virus (Figure 37). 
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Figure 37 : Similarités structurales entre virus et EV. Les cellules infectées par des virus 

enveloppés relarguent des vésicules contenant des facteurs viraux et cellulaires présents en 

équilibre variable. On retrouve d’une part des particules virales infectieuses (rouge) et d’autre 

part des EV de la cellule hôte « non modifiées » par le contexte infectieux (bleu). Entre les deux 

extrêmes du spectre, les cellules sécrètent des particules « virus-like », des virions défectueux 

non infectieux, et des EV modifiées par l’infection virale, contenant des facteurs viraux (Hoen 

et al., 2016). 

La plupart des virus manipulent la machinerie cellulaire de leur cellule hôte, afin de 

produire de nouveaux virions, et cette machinerie peut également être impliquée dans la 

sécrétion des sEV. Par ailleurs, les étapes de relargage des virions et des sEV peuvent nécessiter 

des protéines communes (Rab, SNARE) (Hoen et al., 2016; Mathieu et al., 2019). 

En cas de production de sEV dans une cellule infectée, les protéines, le contenu 

génétique viral ou même les virions de petite taille contenus dans le cytoplasme cellulaire 

peuvent être inclus dans les sEV néoformées. Certains virus de la famille des Herpesviridae 

manipulent par exemple les complexes ESCRT lors de la formation de leurs virions (Tandon et 

al., 2009). L’infection virale peut donc modifier la composition des sEV en médiateurs 

cellulaires et également induire l’apparition de molécules virales (Chahar et al., 2018). 
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En addition de certaines similarités de structure entre les sEV et les virions, leur parcours 

intracellulaire présente certaines étapes communes : entrée de la particule dans la cellule, 

relargage du contenu de la particule dans le cytoplasme. Les étapes suivantes divergent : le 

virus va manipuler la machinerie de sa cellule hôte afin de produire des néo-virions alors que 

les sEV relarguent simplement leur contenu (Figure 38). 

 

Figure 38 : Schéma représentant l’entrée des EV et des virus dans une cellule et leur parcours 

intracellulaire. 1/Entrée des EV et des virus via un attachement spécifique à des récepteurs 

cellulaires 2/ Leur internalisation peut se faire via de nombreux mécanismes, dont l’endocytose 

médiée par la clathrine, l’endocytose médiée par la cavéoline et la macropinocytose. Il existe 
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également des mécanismes de fusion directe entre l’enveloppe et la membrane plasmique 

3/Trafic intracellulaire : endosome précoce, endosome tardif ou endolysosome 4/ Les EV et les 

virus atteignent les compartiments endosomaux à pH bas 5/ Certaines protéines fusogéniques 

de surface des EV ou des virus déclenchent la fusion membranaire 6/ Cette fusion membranaire 

induit le relargage du contenu viral ou des EV dans le cytosol. Le cargo relargué des EV 

effectue alors ses fonctions dans la cellule réceptrice. Le matériel génétique viral et les 

protéines du tégument associées vont débuter le processus de transcription/réplication virale 

7/ Contrairement aux EV, les virus détournent la machinerie cellulaire de leur hôte afin 

d’induire la réplication et l’assemblage viral 8/ Les virions néo produits sont ensuite relargués 

dans le milieu extérieur par exocytose, ou lyse cellulaire (Ouyang et al., 2021). 

 

2.2.3.2. Impact des vésicules extracellulaires au cours d’infections virales 

 

Les sEV peuvent limiter ou favoriser certains types d’infections virales, en fonction de 

leur origine, du caractère infecté ou non de la cellule productrice et du virus impliqué (Figure 

39). Nous allons détailler certains exemples physiopathologiques de mécanismes pro ou anti 

viraux liées au sEV. 

 

Figure 39 : Les sEV peuvent limiter ou promouvoir les infections virales : exemples de 

mécanismes impliquant les sEV dans des pathologies virales (Kalluri & LeBleu, 2020). 
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Limitation des infections virales :  

Les sEV sécrétées en conditions physiologiques peuvent contenir un cargo qui va 

moduler ou limiter la transcription ou la réplication virale (par exemple INFα pour le virus de 

l’hépatite B), ou encore moduler la réponse immunitaire de l’hôte (Kalluri & LeBleu, 2020). 

Les sEV peuvent ainsi transférer APOBEC3G (cytidine deaminase) et augmenter la résistance 

d’une cellule naïve à l’infection par le VIH en interférant avec l’étape de transcription inverse. 

Les sEV permettent également, sans transférer de molécules directement antivirales, d’instaurer 

un climat antiviral en « informant » de la présence d’une infection virale les cellules 

environnantes et immunitaires par exemple via un transfert de ligands TLR. Les sEV, en 

exprimant à leur surface des potentiels antigènes viraux, peuvent également faciliter l’initiation 

de réponse immunitaire adaptative (Hoen et al., 2016). Les sEV d’origine trophoblastique 

jouent notamment un rôle antiviral sur les infections par le hCMV, le VSV et les Herpesviridae, 

détaillé en partie I.2.2.5 (Ouyang et al., 2016a). 

 

Induction des infections virales 

Certains virus peuvent détourner la machinerie de biogenèse des sEV à leur avantage 

afin d’en modifier le cargo. Les sEV peuvent ainsi jouer un effet proviral, via le transport de 

composants viraux chargés dans les sEV qui peuvent participer à la dispersion virale ou au 

priming de cellules naïves de toute infection à distance. 

Certains virus de petite taille, peuvent par ailleurs être inclus en totalité dans une 

« enveloppe de sEV » ou une pseudo-enveloppe, et présenter ainsi à la cellule réceptrice un 

pattern de protéines d’enveloppe du soi sans protéines virales, par exemple grâce aux 

tétraspanines CD81 et CD9. Cette technique permet d’échapper partiellement à l’immunité anti-

virale de l’hôte et certains auteurs parlent même de cheval de Troie (Crenshaw et al., 2018; 

Gould et al., 2003; Kalluri & LeBleu, 2020). 

Indépendamment des marqueurs de surface, les sEV issues de cellules infectées peuvent 

contenir des facteurs viraux ou cellulaires dérégulés par l’infection. Le transfert de ces facteurs 

peut induire un panel très large d’effets pro-viraux sur les cellules naïves de toute infection. On 

peut par exemple retrouver des modulations de la fonction immunitaire ou des effets sur la 

sénescence cellulaire. Le transfert de certains types de récepteurs ou de corécepteurs par les 

sEV à des cellules naïves peut également augmenter le pool de cellules sensibles à l’infection. 
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(Hoen et al., 2016). Enfin, l’effet pro-viral des sEV, en condition d’infection virale peut 

également être lié à une inhibition des mécanismes antiviraux physiologiques décrits 

précédemment, ce qui conduit de ce fait à établir un climat favorisant les infections. 

 

2.2.3.3. Interaction entre vésicules extracellulaires et virus : exemples choisis  

 

L’infection in vitro de cellules hépatiques par le virus de l’hépatite C induit la sécrétion 

de sEV contenant le génome viral ARN complet du virus, des protéines virales et même 

certaines particules virales. Ces sEV sont suffisantes pour induire une infection de novo dans 

une cellule naïve de toute infection. De plus, ces vésicules sont résistantes aux actions des 

anticorps neutralisants, et Ramakrishnaiah et al. font l’hypothèse que ce mécanisme de transfert 

viral via les sEV serait un des mécanismes d’évasion immunitaire du HCV (Ramakrishnaiah et 

al., 2013). 

Dans le cadre d’une infection transmise par un vecteur, on retrouve un niveau de 

complexité supplémentaire, car en plus du virus et de son hôte, le vecteur peut également 

produire des sEV présentant un effet biologique. Zhou et al. ont par exemple étudié la 

participation des sEV de tique dans la transmission du virus Langat (LGVT). Ils ont montré que 

les sEV produites par des cellules de tique infectées par le LGVT pourraient moduler la 

transmission du virus dans des cellules neuronales humaines. En effet, ces sEV contiennent des 

ARN viraux réplicatifs qui permettent via le transport des sEV de disséminer le virus (Zhou et 

al., 2018). 

En plus des sEV d’origine exogène à l’organisme, on peut également trouver des sEV 

produites par le microbiote symbiotique notamment bactérien, qui peuvent également exercer 

des effets biologiques. Par exemple, les Lactobacillus vaginaux symbiotiques secrètent des sEV 

qui exercent un effet antiviral protecteur vis-à-vis de l’infection des tissus génitaux par le VIH-

1 (Palomino et al., 2019). Ainsi, dans le développement actuel de la recherche sur l’équilibre 

hôte-microbiote, et ses liens avec la résistance aux infections exogènes, la prise en compte des 

sEV peut apporter un niveau de compréhension plus fin.  

Au sein de la famille des Herpesviridae, Pegtel et al. ont montré que l’infection par EBV 

induit un chargement des sEV en miARN viraux et cellulaires, que ces miARN sont transmis 

et qu’ils exercent un effet dans des cellules naïves de toute infection EBV. Les auteurs ont émis 

l’hypothèse que la manipulation de ce mécanisme de transfert des miARN par l’EBV pouvait 
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expliquer partiellement le maintien de sa longue persistance au sein de l’organisme (Pegtel et 

al., 2010). 

Enfin, Streck et al. ont analysé la sécrétion des sEV produites par des fibroblastes au 

cours d’une infection par le hCMV, ainsi que leurs effets biologiques. Ils ont montré que le 

hCMV, en induisant une manipulation de la voie ESCRT de biogénèse des sEV induit une 

augmentation du ratio de sEV produites. Les auteurs ont ensuite montré que les sEV issues de 

fibroblastes infectés par hCMV favorisent l’infection dans des cellules naïves, ce résultat sera 

développé et discuté dans la partie discussion (Streck et al., 2020). 

 

2.2.3.4. Interactions entre le Cytomégalovirus et les vésicules extracellulaires 

 

L’infection par le hCMV modifie la composition et la sécrétion des EV produites par 

les cellules infectées. 

Zicari et al. ont montré qu’une partie de la  population de sEV produites par des MRC5 

infectées par une souche TB40 de hCMV exprimait à leur surface les protéines d’enveloppe 

virales gB et gH. Après purification des sEV et validation de leur marqueurs (population de 

sEV CD63 et Rab27 positives), les auteurs ont montré que 15% des EV de la population 

exprimaient la glycoprotéine virale gB à la surface des vésicules, 5% la protéine gH et 1% à la 

fois gB et gH (Zicari et al., 2018). 

Le hCMV exploite la machinerie ESCRT au cours du processus de maturation des 

virions, or les complexes ESCRT sont également impliqués dans la voie de biogénèse 

endosomale des sEV. Tandon et al. ont proposé ainsi que le processing des protéines virales du 

hCMV dépend de la régulation de la biogénèse des corps multivésiculaires par les complexes 

ESCRT (Tandon et al., 2009). 

Les phases finales d’enveloppement des virions lors du cycle réplicatif du hCMV ne 

sont pas entièrement connus. Fraile-Ramos et al. ont étudié en 2010 les rôles de Rab27 (Cf. 

partie I.2.1.3.2 – sécrétion des sEV) au cours de l’infection hCMV. Nous avons également vu 

que Rab27 était également impliqué dans la maturation des corps multivésiculaires permettant 

la sécrétion des sEV (Mathieu et al., 2019). Ces auteurs ont montré que l’infection par le hCMV 

augmente l’expression de Rab27 et induit son recrutement au sein des usines d’assemblage 

viral. Rab27 est de plus présente au sein des enveloppes virales néo-produites. Afin d’étudier 

plus précisément le rôle de Rab27, les auteurs ont réalisé un KO cellulaire de Rab27 au sein 
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duquel, à taux d’infection égal, le niveau de production de virion de hCMV était réduit. Ils ont 

donc conclu que l’expression de Rab27 et sa modulation par le hCMV étaient nécessaires au 

bon déroulement du processus d’infection productive (Fraile-Ramos et al., 2010). L’importance 

de Rab 27 a également été décrite récemment au cours des infections par le HSV (Bello-Morales 

et al., 2018).  

Plus récemment, en analysant par protéomique le contenu protéique de virions de 

hCMV, Turner et al. ont retrouvé de très nombreuses protéines fréquemment présentes dans les 

sEV du type cellulaire hôte. Ce résultat préliminaire, en sus des données de la littérature, a 

conduit les auteurs à analyser de manière plus précise l’utilisation de la machinerie cellulaire 

de l’hôte, en particulier la voie de production des sEV, par le hCMV pour optimiser la 

production de virions (Figure 40). En utilisant des siARN, Turner et son équipe ont inactivé 

neuf protéines de l’hôte impliquées dans la machinerie cellulaire de la production des sEV. 

L’inactivation de sept de ces neuf protéines (VCP, COPB2, VAMP3, MYH9, TMED10, VPS35 

et SEC22b) conduit à une diminution significative de la production de virions. Certains de ces 

KO se sont toutefois révélés induire des défauts de prolifération et des altérations de la 

morphologie cellulaire. Turner et al. se sont donc focalisés sur VAMP3 (protéine de membrane 

associée aux vésicules 3), dont le KO non cytotoxique induisait la plus forte diminution du taux 

de virions secondairement produits, et ils ont montré que VAMP3 est essentielle pour le trafic 

viral et pour le relargage des virions de hCMV. En addition de son rôle essentiel dans le trafic 

membranaire au cours de la maturation des sEV au sein des MVB, VAMP3 est donc également 

nécessaire au cycle viral réplicatif du hCMV (Turner et al., 2020). 
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Figure 40 : Le hCMV exploite la voie de biogénèse des sEV de la cellule hôte pour l’assemblage 

et la sortie des néovirons. Représentation schématique des étapes clés de la maturation des 

virions. Le hCMV induit la génération des compartiments d’assemblage des virions (vAC) afin 

de mettre en place une architecture au sein de la cellule hôte adaptée à l’assemblage et la sortie 

de ses virions. Les corps multivésiculaires sont en cas d’infection par le hCMV séquestrés dans 

les compartiments d’assemblage des virions et fournissent les membranes nécessaires à la 

production des virions et des sEV modifiées. En suivant, les virons et les sEV sont relargués 

dans le milieu extérieur (Turner et al., 2020). 
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Interactions entre les mécanismes de biogénèse virale, de vésicules extracellulaires et 

d’autophagie :  

Les voies de transport vésiculaires intra et extracellulaire sont interconnectées, nous 

allons décrire plus en détail les interactions entre la voie de biogénèse des sEV, les voies de 

l’autophagie et l’infection par le hCMV.  

L’autophagie est un processus biologique d’autolyse et de recyclage cellulaire grâce à 

la destruction intracellulaire de certaines vésicules ou organelles via les lysosomes. Ce terme 

générique regroupe trois sous types d’autophagie : la micro-autophagie, l’autophagie médiée 

par les chaperonnes et la macro-autophagie. Au cours de la micro-autophagie, les structures 

intracellulaires endommagées sont directement adressées au lysosome pour y être dégradées. 

Au cours de l’autophagie médiée par les chaperonnes, la chaperonne HSC70 identifie les 

protéines contenant un domaine d’adressage et les amène au lysosome grâce à une interaction 

avec la protéine membranaire lysosomale LAMP2A. La macro-autophagie consiste en un 

processus au cours duquel les autophagosomes et leur contenu vont maturer puis fusionner avec 

les lysosomes. Par la suite, nous utiliserons le terme autophagie pour nous rapporter au 

processus de macro-autophagie (Salimi et al., 2020; Xu et al., 2018). 

Les processus de biogénèse des sEV et les mécanismes d’autophagie sont liés au niveau 

moléculaire comme au niveau vésiculaire (Figure 41). De nombreuses protéines Rab-GTPases 

(dont Rab8a, Rab11 et Rab27) contrôlent le transport de vésicules dans la voie sécrétoire et les 

processus d’autophagie à la membrane. Les protéines de l’autophagie (LC3B, ATG5 et 

ATG16L1) présentes à la membrane des corps multivésiculaires contribuent aussi à la 

formation des sEV. Le cargo « autophagique » peut alors être sécrété dans le milieu 

extracellulaire via ces sEV. De plus, les corps multivésiculaires peuvent fusionner avec les 

autophagosomes, formant des vésicules hybrides : les amphisomes. Le cargo des amphisomes 

peut être dégradé par les lysosomes, ou alternativement être relargué dans le milieu 

extracellulaire. Les processus par lesquels une partie du cargo des autophagosomes se retrouve 

dans les amphisomes pour être intégrée dans les sEV restent méconnus (Fader et al., 2008; 

Salimi et al., 2020). 
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Figure 41 : Interactions entre les voies d’autophagie et de biogénèse des sEV (Salimi et al., 

2020). 

Nous avons vu que les virus exploitent les voies de biogénèse des sEV afin de gagner 

en pathogénicité et d’échapper au système immunitaire de l’hôte (Gould et al., 2003). Certains 

virus, comme le virus de l’hépatite C et le hCMV modulent de plus l’autophagie de leur cellule 

hôte (Xu et al., 2018). En effet la macroautophagie peut notamment nuire au bon déroulement 

du cycle viral via la destruction de protéines ou organelles essentielles aux usines de réplication 

virales et participer ainsi à la lutte contre les pathogènes intracellulaires.  

Aux temps très précoces de l’infection par hCMV (4-8 heures post infection), le virus 

stimule la macro-autophagie de manière indépendante de l’expression des gènes viraux, en effet 

cette stimulation est présente pour les virus complets comme pour les virus inactivés aux UV 

(Chaumorcel et al., 2012). 

Chaumorcel et al. ont également montré que le hCMV inhibe aux temps plus tardifs la 

formation des autophagosomes. Les auteurs ont suivi la distribution de protéines de 

l’autophagie (LC3, LC3II et p62) et ont montré que l’infection par le hCMV inhibe 

précocement l’autophagie via un mécanisme impliquant directement les protéines virales et que 

cette inhibition se maintient jusqu’à 3 jours post infection (Chaumorcel et al., 2008). 
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Afin de comprendre plus en détail les mécanismes viraux impliqués dans cette 

modulation de l’autophagie par le hCMV, la même équipe a exploré les protéines virales 

impliquées. La protéine candidate retenue a été TRS1, en effet cette protéine virale du hCMV 

est un homologue fonctionnel d’une protéine de l’HSV-1 elle-même décrite pour inhiber 

l’autophagie. L’expression de la protéine virale TRS1, en dehors de tout contexte infectieux, 

est suffisante pour induire une diminution du nombre d’autophagosomes et d’autolysosomes 

dans un modèle d’autophagie induite (Chaumorcel et al., 2012). 

Le hCMV exprime une autre protéine virale, IRS1, très homologue à TRS1. Mouna et 

al. ont montré que l’expression de IRS1 ou de TRS1 inhibe le processus d’autophagie via leurs 

interactions avec la protéine Becline-1. De manière très intéressante, grâce à un traitement 

shARN, les auteurs ont également montré que la stimulation de l’autophagie induit une 

augmentation de la réplication virale, et que, a contrario, l’inhibition de l’autophagie réduit la 

réplication virale de hCMV (Mouna et al., 2016). 

Par la suite, Taisne et al. ont montré que le hCMV détourne le mécanisme d’autophagie 

cellulaire, comme vu précédemment via TRS1, afin d’optimiser le processus d’enveloppement 

des virions au sein des compartiments d’assemblage viraux. Cette étroite proximité 

géographique conduit d’ailleurs certaines particules virales à contenir des protéines de 

l’autophagie (Taisne et al., 2019). 

Au travers de ces exemples, on voit que les voies de biogénèse du hCMV et des sEV 

s’entremêlent, et que le hCMV peut détourner les mécanismes cellulaires de production des 

sEV ou de réponse cellulaire à son propre avantage afin de produire ses virions ou de gagner 

en pathogénicité. 

 

2.2.4. Petites vésicules extracellulaires et grossesse 

 

2.2.4.1. Effets physiologiques des vésicules extracellulaires placentaires 

 

Après nous être intéressés aux interactions entre sEV et infections, et plus 

particulièrement l’infection par le hCMV, nous allons regarder plus en détail les fonctions des 

sEV spécifiquement originaires du placenta et de ses différentes structures. En cours de 

grossesse on retrouve des sEV d’origine placentaire dans plusieurs compartiments : sang 

maternel, sang fœtal et liquide amniotique. Les sEV placentaires peuvent avoir des effets sur le 
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versant maternel comme sur le versant fœtal (Sadovsky et al., 2020). En effet les sEV d’origine 

placentaire sont exportées vers le fœtus comme vers la circulation systémique maternelle 

(Figure 42) (Czernek & Düchler, 2020). 

Figure 42 : Contribution des sEV à la communication maternofœtale. Les flèches jaunes 

représentent les sEV placentaires qui sont retrouvées chez le fœtus comme chez la mère.  PE = 

pré-éclampsie, GDM = diabète gestationnel (Czernek & Düchler, 2020). 

Les sEV placentaires retrouvées dans le liquide amniotique peuvent venir de deux 

voies : directement par passage transplacentaire dans la cavité amniotique, et par ultrafiltrat 

pulmonaire ou rénal (composants du liquide amniotique) dans la mesure où les sEV placentaires 

sont présentes dans la circulation sanguine fœtale. Les EV présentes dans le sang fœtal sont 

d’ailleurs à 45 % d’origine placentaire (Miranda et al., 2018). Les EV placentaires retrouvées 

dans le liquide amniotique ou le sérum maternel peuvent ainsi être des biomarqueurs de choix 

dans le suivi de l’état placentaire (Ebert & Rai, 2019). Au niveau sanguin notamment, l’analyse 

des sEV permet de manière non invasive le suivi de certains paramètres placentaires pouvant 

être utiles dans le diagnostic, le pronostic ou le suivi de certaines pathologies comme le retard 

de croissance intra-utérin (Miranda et al., 2018) ou la pré-éclampsie (Pillay et al., 2016; 

Salomon et al., 2017; Vargas et al., 2014). 

On peut, à partir de prélèvement sanguin isoler les sEV d’origine placentaire par un tri, 

en ciblant des molécules spécifiques du placenta comme la PLAP (phosphatase alcaline 

placentaire) (Sabapatha et al., 2006). Cet isolement permet d’étudier spécifiquement les sEV 

placentaires, leur nombre, leur composition et leurs effets au cours de différents processus 
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physiopathologiques ou à différents termes de grossesse. En effet au cours de pathologies 

gravidiques (pré-éclampsie, RICU, accouchement prématuré, diabète gestationnel) les sEV 

placentaires peuvent être modifiées, en quantité et/ou en composition (Figure42) (Jin & Menon, 

2018). 

Figure 43 : Représentation schématique des modifications des sEV en cours de grossesse 

physiologique ou pathologique et impacts potentiels sur la santé gravidique (Jin & Menon, 

2018). 

Par exemple dans le diabète gestationnel, les sEV placentaires, plus nombreuses qu’en 

conditions physiologiques, présentent une activité enzymatique modifiée et leur composition 

en miARN devient spécifique du diabète gestationnel par rapport aux grossesses contrôles 

(Kandzija et al., 2019; Nair et al., 2018). 

Les processus précoces de migration et l’invasion des cellules trophoblastiques dans 

l’endomètre sont essentiels au bon développement placentaire et fœtal, notamment en assurant 

via le remodelage vasculaire maternel une communication maternofœtale et des apports 

suffisants au fœtus. Cette étape de placentation, cruciale pour le bon déroulement de la 

grossesse, peut être dérégulée notamment par des phénomènes hypoxiques. Salomon et al. ont 

montré que la bioactivité et la quantité des sEV issues de cellules cytotrophoblastiques est 

augmentée en conditions d’hypoxie, augmentant la prolifération et la migration du trophoblaste 

extra-villeux. Leur hypothèse est qu’en conditions limitantes d’oxygène, les modifications de 
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stress au sein des cellules cytotrophoblastiques conduisent à une augmentation du nombre et de 

la bioactivité des sEV. Ce mécanisme de régulation pourrait être selon eux présent de manière 

physiologique et/ou de manière réactionnelle à certains stress (Salomon et al., 2013). La 

régulation de la placentation est très fine, et il est possible que les sEV, issues de 

cytotrophoblaste villeux et extra-villeux, du syncytiotrophoblaste, ou du versant maternel 

assurent l’équilibre entre invasion de l’œuf et respect des structures maternelles. 

Les EV d’origine placentaire ou trophoblastique possèdent de nombreuses capacités 

immuno-modulatrices (Tong et al., 2018). Les sEV placentaires sont impliquées via leur effet 

immunosuppresseur dans le maintien de l’état de tolérance immunitaire de la mère pour sa semi-

allogreffe fœtale (Hedlund et al., 2009). Sabapatha et al. ont montré que les sEV placentaires 

suppriment certains composants de la réponse cellulaire T (CD3-zeta et JAK3), cet effet 

immuno-modulateur pourrait jouer un rôle dans la réponse à certains pathogènes ou certains 

stress exogènes en cours de grossesse (Sabapatha et al., 2006). Les sEV placentaires possèdent 

également un rôle modulateur de l’apoptose via le transport de ligands Fas de la famille des 

TNF et de molécules TRAIL. In vitro, ils jouent également un rôle pro-apoptotique sur des 

cellules immunitaires activées, ce qui valide le rôle essentiel du placenta et de ses médiateurs 

dans la régulation immunitaire (Stenqvist et al., 2013). 

Concernant la fin de la grossesse, il semblerait que les sEV participent à la mise en 

travail et à l’accouchement. Dans un modèle murin, l’injection de sEV issues de souris au stade 

tardif de grossesse à des souris en milieu de grossesse induit un accouchement prématuré, ce 

qui n’est pas retrouvé avec l’injection de sEV issues de stades précoces de la grossesse. Cet 

effet sur la mise en travail pourrait s’expliquer par une augmentation de médiateurs 

inflammatoires au niveau génital induite par un effet paracrine des sEV (Sheller-Miller, Trivedi, 

et al., 2019). 

 

2.2.4.2. Trafic et internalisation des vésicules extracellulaires trophoblastiques 

 

Au cours de la grossesse, les sEV trophoblastiques peuvent être internalisées par de 

nombreux types cellulaires (trophoblastes, fibroblastes placentaires, cellules endothéliales, 

monocytes circulants, cellule B, plaquettes …) et donc modifier potentiellement des voies de 

signalisation très variées. Les sEV trophoblastiques sont également caractérisées par la présence 
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de syncitine 1 et 2, essentielles pour l’internalisation des sEV d’origine trophoblastique dans 

leurs cellules cibles (Vargas et al., 2014). 

Récemment, Li et al. ont montré que les sEV trophoblastiques pénètrent dans des 

cellules cibles (fibroblastes placentaires et cellules endothéliales vasculaires utérines) via les 

processus de macropinocytose et d’endocytose médiée par la clathrine. L’équipe a également 

suivi leur route intracellulaire et ils ont montré qu’en sus de la voie classique d’adressage des 

sEV aux endosomes précoces et tardifs et lysosomes, le cargo en miARN des sEV 

trophoblastiques était adressé aux P-Bodies. Cette donnée pourrait expliquer en partie les 

mécanismes régulateurs par lesquels les miARN contenus dans les sEV trophoblastiques 

modulent la biologie de leurs cellules cibles (H. Li et al., 2020). 

 

2.2.4.3. Normalisation des vésicules extracellulaires placentaires 

 

Il ne faut pas perdre de vue que le placenta évolue en cours de grossesse (taille, poids, 

fonctions) et que la sécrétion ou la composition des sEV placentaires peuvent s’en retrouver 

modifiées. Il convient donc à la mention de sEV placentaires, de préciser s’il s’agit de sEV 

produites au premier trimestre ou en fin de grossesse à partir d’un placenta à terme. Liu et al. 

ont par exemple en 2018 décrit que la « charge », c’est-à-dire la quantité de vésicules 

placentaires sériques au premier trimestre de grossesse, entre 8 et 12 semaines de gestation, 

reste constante rapportée au poids théorique de tissu placentaire correspondant au terme (assez 

similaire en début de grossesse) (H. Liu et al., 2018). Dans le sang total d’une patiente enceinte, 

la concentration en sEV au premier trimestre de grossesse est de l’ordre de 2.1011 sEV/mL de 

plasma, dont 15% de sEV positives pour PLAP (Sarker et al., 2014). Pour l’étude des sEV 

placentaires en fin de grossesse plusieurs biais peuvent se présenter dans la normalisation, le 

poids du placenta étant très variable : variabilité interindividuelle mais aussi intra-individuelle, 

avec aux 6ème et 9ème mois une prise de poids très importante de l’organe.  

L’analyse des sEV placentaires présentes dans le sang maternel peut être faite assez 

facilement grâce à une normalisation par rapport au terme et au volume de sang. La 

comparabilité des études des sEV placentaires produites par du placenta en culture est plus 

difficile : certaines équipes isolent les cellules trophoblastiques depuis le placenta (Ouyang et 

al., 2016), d’autres irriguent le placenta et collectent le filtrat (Tong et al., 2016) et d’autres 

mettent en culture des explants placentaires (Bergamelli et al., 2021). Les temps de récolte des 
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sEV sont également très variables, et plus ou moins adaptés à l’étude de certains processus 

biologiques aigus ou chroniques.  

En conclusion, l’étude des sEV trophoblastiques, bien qu’en plein essor, doit répondre 

à un certain nombre de défis, concernant à la fois la biogénèse des sEV et particulièrement en 

fonction des différents types cellulaires placentaires, leur trafic spécifique et leurs effets 

biologiques en physiopathologie (Sadovsky et al., 2020). 

 

2.2.5. Vésicules extracellulaires placentaires et pathologies infectieuses 

 

Nous nous intéressons particulièrement aux sEV placentaires au cours de l’infection par 

le hCMV. Nous allons détailler les données de la littérature concernant leurs effets connus ou 

hypothétiques en cours de grossesse. 

En 2013, Delorme-Axford et son équipe ont étudié le potentiel de résistance des 

trophoblastes placentaires aux virus suivants : Poliovirus, VSV, virus de la vaccine, HSV-1 et 

hCMV. Ils ont montré que les trophoblastes primaires issus de placentas à terme résistent aux 

infections par comparaison à des cellules contrôles, et ont fait l’hypothèse qu’ils transfèrent 

également cette résistance à des cellules receveuses via une délivrance spécifique de miARN 

contenus dans des sEV. Afin de valider ce mécanisme antiviral, les auteurs ont transfecté des 

cellules U2OS (ostéosarcome) n’exprimant pas naturellement le cluster de miARN C19MC 

avec un BAC contenant le cluster C19MC complet. Ils ont montré que ces cellules transfectées 

présentaient un taux d’infection par le VSV réduit par rapport aux contrôles. Au niveau plus 

mécanistique, le transfert des sEV issues de trophoblastes contenant des miRNA du C19MC 

induit une augmentation de l’autophagie dans des cellules réceptrices. Et les auteurs ont par la 

suite montré que l’inhibition pharmacologique de l’autophagie restaure un niveau d’infection 

initial dans des cellules U2OS transfectées exprimant le cluster C19MC. Les auteurs ont donc 

conclu que le mécanisme d’autophagie était nécessaire à l’effet antiviral des miARN du C19MC 

(Delorme-Axford et al., 2013). Cette étude a posé les bases d’un domaine de recherche en pleine 

expansion, celui des effets biologiques des sEV trophoblastiques au cours des infections virales 

et au sein duquel s’inscrit notre travail de recherche.  

Plus récemment, Ouyang et al. ont analysé les EV de différents types (exosomes, 

microvésicules et corps apoptotiques)  produits par des placentas à terme, dans les 72 heures 

suivant un accouchement physiologique. Au-delà de leur composition assez similaire en 
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miARN (du cluster C19MC entre autres), la population des « exosomes » présentait un profil 

protéique et phospholipidique différent de celui des microvésicules et corps apoptotiques. Les 

auteurs se sont intéressés aux effets fonctionnels de ces trois populations d’EV sur une future 

infection. Ils ont montré que la population des exosomes était la seule à présenter un effet 

antiviral significatif au cours des infections par le VSV, le virus choisi comme modèle dans 

cette étude. Ce même effet antiviral a également été retrouvé en traitant les cellules avec des 

sEV trophoblastiques issues de plasma maternel total de patientes présentant une grossesse 

d’évolution normale (Ouyang et al., 2016b). Ce travail a posé le rationnel de notre choix de 

nous intéresser spécifiquement aux sEV pour évaluer le potentiel pro et antiviral de ces 

vésicules placentaires au cours de l’infection hCMV.  

Les modulations de l’expression des miARN placentaires au cours de la grossesse 

pourraient expliquer en partie, au vu entre autres de leurs effets antiviraux, que les infections 

n’ont ni la même prévalence ni la même symptomatologie aux différents trimestres de grossesse 

(Malnou et al., 2019). L’étude de l’expression en conditions physiopathologiques de ces 

miARN ainsi que leurs effets en conditions d’infections pourraient apporter de nouvelles 

connaissances très utiles notamment à visée de développement de biomarqueurs ou de 

traitements (Dumont et al., 2017). 

 

2.2.6. Petites vésicules extracellulaires et applications biomédicales 

 

Les sEV ont un potentiel énorme en termes d’applications biomédicales et la recherche 

translationnelle sur cette thématique est en plein essor. On peut distinguer deux catégories 

principales où les sEV pourraient conduire à des innovations biomédicales :  

 

2.2.6.1. Les vésicules extracellulaires comme outil thérapeutique 

 

De nombreuses études, dans des modèles humains ou animaux, se sont intéressées aux 

effets thérapeutiques des EV, de différentes origines et en conditions pathologiques variables.  

Les sEV issues de cellules souches mésenchymateuses améliorent la cicatrisation et la 

récupération des brûlures radio-induites. Même si les mécanismes précis de cette action ne sont 

pas entièrement compris, ces sEV exercent notamment des potentiels d’immuno-modulation, 

de stimulation de l’angiogenèse et favorisent la survie et la prolifération cellulaire (Pu et al., 
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2020). En se rapprochant plus d’un contexte périnatal, Thomi et al. ont récemment montré dans 

un modèle murin que l’administration intranasale de sEV produites par des cellules souches 

mésenchymateuses issues de la gelée de Wharton (composant du cordon ombilical), permet 

d’améliorer les défauts neuro-développementaux liés à des lésions cérébrales périnatales 

hypoxiques et de limiter la destruction de la matière blanche et grise chez ces souris (Thomi et 

al., 2019). Les sEV issues des cellules souches présentent donc des candidats de choix, 

bioactifs, peu immunogènes, pour traiter ou améliorer la prise en charge de pathologies variées. 

 

 

Figure 44 : Internalisation cellulaire des sEV thérapeutiques (Kalluri & LeBleu, 2020). 

Les sEV peuvent également être utilisées comme « super » véhicule de transport au sein 

d’un organisme afin de délivrer à distance des molécules. Cette utilisation des sEV comme 

vecteurs, du soi et peu immunogènes, pourrait théoriquement permettre de distribuer de manière 

efficace des molécules thérapeutiques, même au sein d’organes difficiles d’atteinte par des 
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voies de distribution classiques. Les différentes voies potentielles d’internalisation des sEV 

thérapeutiques sont détaillées en figure 44. 

 

2.2.6.2. Les vésicules extracellulaires comme outil diagnostic et pronostic 

 

Les sEV, présentes dans tous les fluides biologiques, peuvent être prélevées de manière 

non invasive et permettre un suivi de l’état d’un organe, ou bien encore être utilisées comme 

marqueurs de diagnostic précoce, comme outil de pronostic ou comme méthode de monitoring 

d’une pathologie. On parle de « biopsie liquide » : on peut avoir accès indirectement grâce aux 

sEV à des informations biologiques provenant d’organes lointains ou difficilement accessibles. 

De plus, le contenu est protégé de la dégradation par sa présence intra-vésiculaire (Kalluri & 

LeBleu, 2020). 

L’étude des sEV comme biomarqueurs a débuté dans le cadre de la prise en charge des 

cancers et s’est rapidement développée dans le cadre d’autres contextes physiopathologiques. 

Dans le cas particulier de la grossesse, les sEV placentaires présentent un intérêt particulier par 

leur capacité de transporter des miARN spécifiques qui sont des candidats de choix dans le 

suivi des grossesses compliquées ou des atteintes fœtales.  

Comme vu dans la partie I.2.2.4.1 (sEV et grossesse), les sEV placentaires peuvent être 

modifiées en composition ou en sécrétion au cours de pathologies gravidiques. Au cours des 

plus fréquentes comme les défauts hyper-tensionnels gravidiques ou le diabète gestationnel, les 

sEV placentaires jouent à la fois un rôle dans la modulation de la pathologie, mais peuvent 

également être utilisées comme biomarqueurs. Concernant les atteintes fœtales, les niveaux 

d’expression de certains miARN contenus dans les sEV présentes dans la circulation maternelle 

peuvent être modifiés par certaines pathologies ou malformations fœtales comme la trisomie 

21, des défauts de fermeture du tube neural ou encore certaines malformations cardiaques (Yang 

et al., 2020). La compréhension fine et exhaustive de la composition des sEV au cours de 

plusieurs contextes physiopathologiques gravidiques pourrait permettre, à terme, des 

diagnostics plus précoces et des données pronostiques supplémentaires concernant l’évolution 

de la grossesse et les possibles atteintes fœtales ou néonatales. 

Notre deuxième axe de travail de recherche s’intéresse aux sEV placentaires, ex vivo et 

in vivo, comme biomarqueurs potentiels au cours de l’infection congénitale par le hCMV.  
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OBJECTIFS ET HYPOTHESES 

 

Au cours de l’infection congénitale, le hCMV infecte directement les progéniteurs 

neuronaux. Toutefois, cet impact direct n’explique ni la grande variabilité des lésions cérébrales 

retrouvées, ni leur degré de sévérité. La littérature nous a montré que les interactions entre sEV 

et virus sont fréquentes, et que les sEV peuvent participer à la pathogénèse d’une infection en 

modulant la réponse de l’hôte ou en permettant le transfert de médiateurs viraux. Dans le cas 

précis de la grossesse physiologique, les sEV placentaires et trophoblastiques exercent un rôle 

antiviral. Nous avons cherché à explorer l’hypothèse selon laquelle, au cours d’une infection 

par le hCMV, les sEV placentaires pourraient perdre cet effet antiviral, voire exercer un effet 

pro-viral facilitant la diffusion virale au niveau fœtal. Par ailleurs, les sEV placentaires, 

présentes sur les versants maternels et fœtaux, ne sont pas seulement des médiateurs exerçant 

des effets biologiques : ces vésicules permettent de réaliser des « biopsies liquides » non 

invasives. Ainsi, les sEV placentaires sériques sont des candidates de choix pour le 

développement de nouveaux biomarqueurs de pronostic ou de suivi des grossesses 

pathologiques y compris en contexte infectieux.  

Ce rationnel m’a conduit à développer en parallèle trois axes de travail au cours de ma thèse :  

- Dans une première partie fondamentale, j’ai tout d’abord comparé la composition et 

la sécrétion des sEV trophoblastiques issues de cellules infectées par le hCMV ou 

non infectées. Les résultats de protéomique ont notamment mis en évidence un 

changement de composition protéique qui nous a conduit à faire l’hypothèse que les 

sEV trophoblastiques pourraient moduler la biologie des cellules fœtales au cours de 

l’infection par le hCMV. En suivant, j’ai donc analysé l’impact des sEV issues de 

trophoblastes infectés sur la permissivité des cellules fœtales naïves à une future 

infection par le hCMV. 

 

- Dans une deuxième partie, plus translationnelle, j’ai cherché à compléter les résultats 

obtenus in vitro avec des modèles plus proches de la physiopathologie de l’infection 

congénitale. Pour ce faire, j’ai étudié les effets de l’infection par le hCMV sur les 

sEV produites par des histocultures placentaires ex vivo. 
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- Enfin, j’ai constitué dans un troisième temps une collection d’échantillons biologiques 

provenant de patientes enceintes en séroconversion hCMV avec pour but, à terme, 

de valider in vivo nos résultats au plus proche de la clinique. 

L’ensemble de ces travaux a conduit à une compréhension plus fine de la 

physiopathologie de l’infection congénitale par le hCMV, notamment concernant l’impact des 

sEV placentaires, et à de nouvelles perspectives de recherche translationnelle qui seront 

discutées à la fin de ce manuscrit. 
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RESULTATS 

 

1. Impact de l’infection par le Cytomégalovirus sur les petites vésicules 

extracellulaires trophoblastiques et conséquences sur les cellules 

fœtales  

1.1.  Article « Le Cytomégalovirus humain modifie la sécrétion et la 

composition des petites vésicules extracellulaires trophoblastiques, 

favorisant ainsi l’infection des cellules fœtales receveuses »  

 

Les sEV trophoblastiques exercent un effet antiviral au cours d’une grossesse 

physiologique, et les infections virales peuvent moduler la sécrétion, la composition ainsi que 

les fonctions biologiques des sEV. Dans ce contexte, grâce à un modèle de cellules 

trophoblastiques HIPEC, nous avons évalué l’impact de l’infection par le hCMV sur la sécrétion 

et la composition des sEV trophoblastiques ainsi que les impacts fonctionnels de ces sEV 

trophoblastiques. Ce travail est présenté dans l’article joint intitulé « Le Cytomégalovirus 

humain modifie la sécrétion et la composition des petites vésicules extracellulaires 

trophoblastiques, favorisant ainsi l’infection des cellules fœtales receveuses », actuellement en 

cours de relecture par les collaborateurs avant soumission à l’hiver. 

Dans cet article, et de manière similaire aux descriptions obtenues dans d’autres types 

cellulaires, nous avons montré que l’infection par le hCMV augmente le taux de sécrétion des 

sEV trophoblastiques, qui présentent par ailleurs une taille relative réduite. (Streck et al., 2020) 

Concernant la composition protéique des sEV, nos données de protéomique ont mis en évidence 

que leur profil protéique est modifié au cours de l’infection. Nous avons décrit que l’infection 

par le hCMV induit des modifications d’expression de protéines cellulaires, notamment de 

protéines impliquées dans les voies d’autophagie et de réponse immunitaire, et d’autre part un 

enrichissement en protéines virales du hCMV. Ces protéines des sEV, virales et cellulaires, 

pourraient exercer sur des cellules naïves distantes un effet de facilitation d’une infection future 

à hCMV. Nous avons donc analysé l’impact de ces sEV trophoblastiques modifiées sur la 

permissivité virale de fibroblastes fœtaux et de cellules souches neurales. Nous avons tout 

d’abord validé que les cellules fœtales internalisent les sEV trophoblastiques de manière temps 
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et dose dépendante. Par la suite, nous avons montré que l’incubation des cellules fœtales avec 

des sEV issues de cellules trophoblastiques infectées par le hCMV augmente significativement 

le taux d’infection par rapport à une condition contrôle avec des sEV de cytotrophoblastes non 

infectés. Cette facilitation de l’infection dans les cellules souches neurales naïves a également 

été retrouvée avec des sEV issues de placentas précoces infectés par le hCMV ex vivo et avec 

des sEV issues de liquide amniotique de patientes enceintes en séroconversion hCMV. 

 

Article « Le Cytomégalovirus humain modifie la sécrétion et la 

composition des petites vésicules extracellulaires trophoblastiques, 

favorisant ainsi l’infection des cellules fœtales receveuses » 

Actuellement soumis à Journal of Extracellular Vesicles et déposé sur BioRxiv 

(en date du 17 novembre 2021) :  

 

TITLE 

Human Cytomegalovirus modifies placental small extracellular vesicle 

secretion and composition towards a proviral phenotype to enhance 

infection of fetal recipient cells 
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ABSTRACT  

Although placental small extracellular vesicles (sEVs) are extensively studied in the context of 

pregnancy, little is known about their role during human cytomegalovirus (hCMV) congenital 

infection, especially at the beginning of pregnancy. In this study, we examined the 

consequences of hCMV infection on sEVs production and composition using an immortalized 

cytotrophoblast cell line derived from first trimester placenta. By combining complementary 

approaches of biochemistry, imaging techniques and quantitative proteomic analysis, we 

showed that hCMV infection increased the yield of sEVs produced by cytotrophoblasts and 

modified their protein composition towards a proviral phenotype. We further demonstrated that 

sEVs secreted by hCMV-infected cytotrophoblasts potentiated infection in naive recipient cells 

of fetal origin, including neural stem cells. Importantly, the enhancement of hCMV infection 

was also observed with sEVs prepared from either an ex vivo model of infected histocultures 

from early placenta or from the amniotic fluid of patients naturally infected by hCMV at the 

beginning of pregnancy. Based on these findings, we propose that placental sEVs could be key 

actors favoring viral dissemination to the fetal brain during hCMV congenital infection. 

 

INTRODUCTION 

 Human cytomegalovirus (hCMV) belongs to the Herpesviridae family and its 

prevalence is of 50 to 90 % in global human population. Most of the hCMV infections occurring 

among immunocompetent adults induce an asymptomatic acute replication phase followed by 

a lifelong persistent latent state. However, hCMV primo-infection, reinfection and/or 

reactivation may severely compromise the health of immunocompromised people, and is a 

major issue during pregnancy [1-3]. Indeed, congenital infection by hCMV affects 1% of live 

births in western countries, making hCMV the most frequently transmitted virus in utero [3, 4], 

causing placental and fetal impairments of variable severity. The most severe consequences are 

observed when transmission occurs during first trimester or in peri-conceptional period [5]. 

Infection of the placenta itself allows the virus to actively replicate and enable its further access 

to the fetus [4, 6-10]. The infected placenta can develop a pathology that may lead to 

miscarriage, premature delivery, intra uterine growth retardation or even fetal death [3, 5, 11]. 

On the other side, the infection of the fetus causes various visceral and central nervous system 

damage, congenital hCMV infection being the most common cause of brain malformations and 

deafness of infectious origin [3, 12-15]. Despite the extensive research conducted so far, the 
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pathophysiology of hCMV infection remains unclear, especially concerning potential factors 

which may explain the wide variety of clinical manifestations and their severity [3]. 

 In the course of hCMV congenital infection, the placenta is a central key organ, which 

is the target of viral replication allowing further vertical transmission towards the fetus. 

Amongst the numerous placental functions, a recently described and extensively studied mode 

of communication between both maternal and fetal sides consists in the production of placental 

extracellular vesicles (EVs) [16, 17]. EVs are membranous vesicles secreted by cells in both 

physiological and pathological situations, which main subtypes can be distinguished depending 

on their biogenesis and size into small EVs (sEVs) and large EVs (lEVs). They are specifically 

composed of various molecules such as proteins, lipids and coding and non-coding RNAs [18, 

19]. Once released into the extracellular space, EVs can be internalized by other cells, in their 

immediate environment or within long distances, wherein they exert regulatory roles [20]. For 

example, there can be uptaken by Natural Killer cells [21, 22] or by primary placental 

fibroblasts [23]. Although the understanding of the biological relevance of placental EVs in 

vivo remains limited, recent findings highlight their roles in cell-cell communication underlying 

the feto-placenta-maternal dialogue during pregnancy [24-26]. Interestingly, placental EVs 

content is altered upon gestational diseases such as preeclampsia, preterm birth or gestational 

diabetes mellitus, and recent literature points towards a putative role of dysregulated placental 

EVs during pathological pregnancies [25, 27-32]. Besides, previous works indicate that term 

placental EVs may confer an antiviral activity to recipient cells, notably via the presence of 

microRNAs deriving from the C19MC cluster [33-35]. 

 Although placental EVs are extensively studied in the context of pregnancy diseases, 

little is currently known about their role during hCMV congenital infection, especially at the 

very beginning of pregnancy where most severe sequelae take their origin. A recent study from 

our team described a dysregulation of the surface expression of placental sEV markers upon 

hCMV infection in an ex vivo model of first trimester placental histoculture, suggesting a 

putative role for viral dissemination [36]. In the present study, we used immortalized 

cytotrophoblasts derived from first trimester placenta [37] to comprehensively examine the 

consequences of hCMV infection on sEVs. We show that hCMV increases the sEV production 

by cytotrophoblasts and alters their protein content towards a proviral phenotype. Finally, we 

observe that sEVs secreted by hCMV-infected cytotrophoblasts potentiate infection in naive 

recipient cells, including neural stem cells. Importantly, this enhancement of hCMV infection 

is also observed both with sEVs prepared from ex vivo early placental histocultures and with 
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sEVs purified from amniotic fluid of patient infected by hCMV during first trimester of 

pregnancy. Our study provides evidence suggesting that placental sEVs could be key players 

favoring viral dissemination towards fetal brain during hCMV congenital infection. 

 

MATERIALS AND METHODS 

Human ethic approval 

The use of neural stem cells (NSCs) from human embryonic stem cells was approved by the 

French authorities (Agence de la Biomédecine, authorization number SASB0920178S).  

For the use of human samples and their associated data, the biological resource center 

Germethèque (BB-0033-00081; declaration: DC-2014-2202; authorization: AC-2015-2350) 

obtained the written consent from each patient (CPP.2.15.27). For first trimester placenta 

explants, the steering committee of Germethèque gave its approval for the realization of this 

study on Feb 5th, 2019. The hosting request made to Germethèque bears the number 20190201 

and its contract is referenced under the number 19 155C. For amniotic fluid, approval was 

obtained on July 12th, 2019, the hosting request bears the number 20190606 and the contract is 

referenced under the number DIR-20190823022. 

 

Cell lines 

MRC5 cells (RD-Biotech), human fetal pulmonary fibroblasts permissive for hCMV, were 

cultured in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM with Glutamax, Gibco) in the 

presence of 10% fetal bovine serum (FBS, Sigma-Aldrich), 100 U/ml penicillin - 100 µg/ml 

streptomycin (Gibco) and 100 µg/ml normocin (Invivogen). 

Extravillous cytotrophoblasts (HIPEC) were obtained from Dr T. Fournier (Inserm, Paris; 

Transfer agreement n°170448). They were cultured in DMEM / F12 medium (Gibco) at 50/50 

ratio (v/v), with the same supplementation as MCR5. To purify sEVs from cytotrophoblasts, 

culture medium was previously depleted from EVs to obtain "Exofree" medium. To this aim, 

DMEM supplemented with 20 % FBS was ultracentrifuged at 100,000 g for 16 hours at 4 °C 

(rotor SW32Ti, with maximal acceleration and brake) and filtered at 0.22 µm. Exofree medium 

was then obtained by a 1:1 dilution with F12 to reach 10 % FBS, with addition of antibiotics as 

previously described. 
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NSCs were obtained from Dr A. Benchoua (I-Stem, Evry, France). NSC lineage was produced 

from ES human cells (SA001, I-STEM, UMR861 France) [38] and were maintained in growth 

medium consisting of DMEM / F12 / Neurobasal medium (Gibco) mixed at a ratio of 1/1/2 

(v/v/v) in the presence of N2 (50 µL/mL) and B27 without vitamin A supplements (Gibco), 10 

ng/ml FGF2 (Fibroblast Growth Factor), 10 ng/ml EGF (Epidermal Growth Factor), 20 ng/ml 

BDNF (Brain-Derived Neurotrophic Factor; all from Peprotech). Beforehand, culture supports 

were coated by PBS containing poly-L-ornithine (3,3 µg/cm2; Sigma) then by PBS containing 

mouse laminin (1 µg/cm2; Roche), each step followed by extensive washes. Stem character of 

NSCs was systematically assessed by immunofluorescence against Nestin and SOX2 proteins 

(data not shown). 

Cell cultures were checked for the absence of mycoplasma (Plasmotest, Invivogen, Toulouse, 

France).  

 

Virus production, titration and infection 

The endotheliotropic VHL/E strain of hCMV - a gift from Dr C. Sinzger, University of Ulm, 

Germany - was used in this study [39]. Viral stocks were obtained upon amplification of the 

virus on MRC5 cells and concentrated by ultracentrifugation, as already described [14]. Virus 

titration was realized by indirect immunofluorescence against the Immediate Early (IE) antigen 

of hCMV, upon infection of MRC5 cells by serial dilutions of the viral stock [14]. In some 

experiments, virus titration was also performed by qPCR from cell culture supernatants [40]. 

To purify sEVs from infected cells, 4 million cytotrophoblasts were seeded in 150 cm2 flask, 

with 6 flasks per condition. 24 h later, cells were infected or not by hCMV at multiplicity of 

infection (MOI) of 10 (Supplementary Figure 1A). Culture medium was replaced by Exofree 

medium 24 h post-infection, after having previously ensured that this did not affect the cell 

growth (Supplementary Figure 1B). Culture supernatants were collected at 48 h and 72 h post-

infection, times at which 50-80 % of cells were infected as assessed by IE immunofluorescence 

(Supplementary Figure 1C). Medium were pooled for each condition (non-infected or infected) 

and submitted to sEV preparation protocol. Cell number at the end of the experiment was 

determined by counting upon trypsinization and cell viability evaluated by trypan blue. 
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sEV preparation 

Procedures were realized as described previously [36], according to ISEV guidelines [41]. All 

steps were performed at 4 °C and PBS solution was filtered on a 0.22 m filter. A preclearing 

centrifugation of the conditioned medium was carried out for 30 min at 1,200 g to eliminate 

dead cells and large debris, followed by a second ultracentrifugation for 30 min at 12,000 g 

(rotor SW32Ti, with maximal acceleration and brake) to eliminate large EVs (principally 

microvesicles) and the majority of viruses. A last ultracentrifugation was done for 1 hour at 

100,000 g (Rotor SW32Ti, with maximal acceleration and brake) allowing to pellet sEVs. The 

pellet was resuspended either in 100 μl PBS or in diluent C (Sigma) for PKH67 staining of the 

vesicles (Sigma), according to the manufacturer's instructions (5 min incubation; 1:1,000 

dilution). Pellet was diluted in a solution of 40 % iodixanol in sucrose before ultracentrifugation 

on a discontinuous iodixanol/sucrose gradient (10 to 40 % iodixanol) with deposition of the 

sEVs on the bottom of the tube, during 18 h at 100,000 g (rotor SW41Ti, acceleration 5, no 

brake), to separate sEV from remaining viruses [34, 36, 42]. Six fractions of 1.7 ml were 

collected, fractions 2+3 were pooled and washed in 25 ml PBS. After a last ultracentrifugation 

for 1 h at 100,000 g (Rotor SW32Ti, with maximal acceleration and brake), the sEV pellet was 

resuspended in PBS, aliquoted and stored at -80 °C. We submitted all relevant data to the EV-

TRACK knowledgebase (EV-TRACK ID: EV210154) and obtained an EV-METRIC score of 

100 % for trophoblast and placental explants EVs [43]. 

 

Nanoparticle tracking analysis (NTA) 

sEV preparations were diluted 1:100 in filtered PBS (0.22 µm) and tracked using a NanoSight 

LM10 (Malvern Panalytical) equipped with a 405 nm laser. Videos were recorded three times 

for each sample at constant temperature (22 °C) during 60 s and analyzed with NTA Software 

2.0 (Malvern instruments Ltd). Data were analyzed with Excel and GraphPad Prism (v8) 

softwares.  

 

Transmission electron microscopy and immunolabeling electron microscopy 

Procedures were performed essentially as described [36, 44, 45]. sEV preparations were loaded 

on copper formvar/carbon coated grids (Ted Pella) and fixed with 2 % paraformaldehyde in 0.1 

M phosphate buffer (pH 7.4). For immunolabeling electron microscopy (IEM), 
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immunodetection was carried out with the following primary antibodies: mouse anti-human 

CD63 (Abcam ab23792), mouse anti-human CD9 or mouse anti-human CD81 (both from Dr 

E. Rubinstein, Université Paris-Sud, Institut André Lwoff, Villejuif, France). Secondary 

incubation was performed with a rabbit anti mouse Fc fragment (Dako Agilent Z0412), then 

grids were incubated with Protein A-Gold 10 nm (Cell Microscopy Center, Department of Cell 

Biology, Utrecht University). Finally, a second fixation step with 1 % glutaraldehyde in PBS 

was performed and samples were stained with 4 % uranyl acetate in methylcellulose. All 

samples were observed with a Tecnai Spirit electron microscope (FEI, Eindhoven, The 

Netherlands), and digital acquisitions were made with a numeric 4k CCD camera (Quemesa, 

Olympus, Münster, Germany). Images were analysed with iTEM software (EMSIS) and 

statistical studies were done with GraphPad Prism software (v8). 

 

Multiplex bead-based flow cytometry assay 

Bead-based multiplex analysis using the MACSPlex Exosome Kit, human (Miltenyi Biotec) 

were realized on sEV preparations by flow cytometry according to the manufacturer's 

instructions [46, 47], and as described previously [36]. This allowed the quantification of 39 

different EV markers, distinguishable by flow cytometry by a specific PE and FITC labeling. 

The MACSQuant Analyzer 10 flow cytometer (Miltenyi Biotec) was used for analysis. The 

tool MACSQuantify was used to analyze data (v2.11.1746.19438). GraphPad Prism (v8) 

software was used to perform statistical analysis of the data. 

 

Western blot 

sEV samples were lysed in non-reducing conditions in Laemmli buffer, heated for 5 min at 95 

°C, and loaded on mini protean TGX precast 4-20 % gradient gels (Biorad) in Tris-glycine 

buffer. Electrophoresis was performed at 110 V for 2 h, then proteins were electro-transferred 

onto nitrocellulose membranes using the trans-blot turbo transfer system (Biorad). Membranes 

were blocked with Odyssey blocking buffer (Li-Cor Biosciences) for 1 h, then incubated with 

different primary antibodies: mouse anti-CD81 (200 ng/ml, Santa-Cruz), mouse anti-CD63 

(500 ng/ml, BD Pharmingen), mouse anti-CD9 (100 ng/ml, Millipore), rabbit anti-Tsg101 (1 

µg/ml, Abcam), rabbit anti-Alix (1 µg/ml, Abcam), mouse anti-Thy1 (0.5 µg/ml, Biolegend), 

rabbit anti-Tom20 (1/500, Sigma) or goat anti-Calnexin (2 µg/ml, Abcam) overnight at 4 °C in 
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Odyssey blocking buffer, followed by incubation with the secondary antibody IRDye 700 anti-

mouse IgG or IRDye 800 anti-rabbit or anti-goat IgG (Li-Cor Biosciences) for 1 h at room 

temperature. Membranes were washed three times in TBS 0.1 % Tween 20 during 10 min after 

each incubation step and visualized using the Odyssey Infrared Imaging System (LI-COR 

Biosciences). 

 

Quantitative proteomic analysis 

Sample preparation 

Protein samples in Laemmli buffer (3 biological replicates of sEVs preparation from non-

infected and hCMV-infected cytotrophoblasts cells) were submitted to reduction and alkylation 

(30 mM DTT and 90 mM iodoacetamide, respectively). Protein samples were digested with 

trypsin on S-trap Micro devices (Protifi) according to manufacturer’s protocol, with the 

following modifications: precipitation was performed using 545 µl S-Trap buffer and 1 µg 

Trypsin was added per sample for digestion. 

NanoLC-MS/MS analysis 

Peptides were analyzed by nanoLC-MS/MS using an UltiMate 3000 RSLCnano system coupled 

to a Q-Exactive-Plus mass spectrometer (Thermo Fisher Scientific, Bremen, Germany). Five 

µL of each sample were loaded on a C-18 precolumn (300 µm ID x 5 mm, Dionex) in a solvent 

made of 5 % acetonitrile and 0.05 % TFA and at a flow rate of 20 µL/min. After 5 min of 

desalting, the precolumn was switched online with the analytical C-18 column (75 µm ID x 15 

cm, Reprosil C18) equilibrated in 95 % solvent A (5 % acetonitrile, 0.2 % formic acid) and 5 

% solvent B (80 % acetonitrile, 0.2 % formic acid). Peptides were eluted using a 5 to 50 % 

gradient of solvent B over 105 min at a flow rate of 300 nL/min. The Q-Exactive-Plus was 

operated in a data-dependent acquisition mode with the XCalibur software. Survey scan MS 

were acquired in the Orbitrap on the 350-1500 m/z range with the resolution set to a value of 

70000. The 10 most intense ions per survey scan were selected for HCD fragmentation. 

Dynamic exclusion was employed within 30 s to prevent repetitive selection of the same 

peptide. At least 3 injections were performed for each sample. 

Bioinformatics data analysis of mass spectrometry raw files 

Raw MS files were processed with the Mascot software for database search and with Proline 

[48] for label-free quantitative analysis. Data were searched against Human herpesvirus 5 and 
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Human entries of the UniProtKB protein database (Human betaherpesvirus 5 clone VHL-E-

BAC19 and release Uniprot Swiss-Prot February 2018). Carbamidomethylation of cysteines 

was set as a fixed modification, whereas oxidation of methionine was set as variable 

modification. Specificity of trypsin/P digestion was set for cleavage after K or R, and two 

missed trypsin cleavage sites were allowed. The mass tolerance was set to 10 ppm for the 

precursor and to 20 mmu in tandem MS mode. Minimum peptide length was set to 7 amino 

acids, and identification results were further validated in Proline by the target decoy approach 

using a reverse database at both a PSM and protein false-discovery rate of 1%. After mean of 

replicate injections, the abundance values were log2 transformed and missing values were 

replaced by random numbers drawn from a normal distribution with a width of 0.3 and down 

shift of 1.8 using the Perseus toolbox (version 1.6.7.0). For statistical analysis, a Student t-test 

(two-tailed t-test, equal variances) was then performed on log2 transformed values to analyse 

differences in protein abundances in all biologic group comparisons. Significance level was set 

at p = 0.05, and log2 ratios were considered relevant if higher than 1 or lower than -1. The mass 

spectrometry proteomics data have been deposited to the ProteomeXchange Consortium via the 

PRIDE [49] partner repository with the dataset identifier PXD029146. 

 

Functional proteomic data analysis 

Volcano plot was established for proteins whose mean abundance exhibited a log2 ratio higher 

than 1 or lower than -1 and when Student’s t-test p-values were <= 0.05 between the infected 

and the non-infected conditions. The list of human proteins exhibiting a normalized mean 

protein abundance log2 ratio > 1 or < -1 between sEVs from non-infected or hCMV-infected 

samples was used as an input for analysis with QIAGEN Ingenuity Pathway Analysis (IPA) 

[50]. Results from IPA biological functions and diseases analysis were filtered to retrieve 

annotations having an absolute activation z-score > 1 and defined by less than 150 molecules. 

The resulting annotations were manually curated to remove redundant annotations sharing 

identical genes, keeping annotations defined by the greater number of molecules. 

 

Flow cytometry analysis 

After incubation of cells with PKH67-stained sEVs, cells were washed twice with PBS and 

trypsinized, before proceeding to flow cytometry analysis. PKH67 positive cells were analyzed 
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on a Macsquant VYB Flow Cytometer (Miltenyi Biotec), by using FCS and FITC fluorescence 

parameters, and by subtracting cell autofluorescence background. Data were analyzed with 

FlowJo (BD) and GraphPad Prism (v8) software. 

 

Immunofluorescence 

Cells were fixed using 4 % PFA (Electron microscopy Sciences) at room temperature for 20 

min, followed by PBS wash. Permeabilization was then performed with PBS 0,3 % Triton-

X100 (Thermofisher scientific) for 10 min at room temperature, followed by 1 h incubation in 

blocking buffer (PBS with 5 % FBS). Incubation with primary antibodies diluted in blocking 

buffer was carried out overnight at 4 °C, against hCMV immediate early protein 1 and 2 (1 

µg/ml; Abcam IE1/IE2 CH160 ab53495), nestin (4 µg/ml; Abcam 10C2 ab 22035), or SOX2 

(1/500 of stock; Cell Signaling D6D9 #3579). Secondary antibody incubation (Goat anti mouse 

or rabbit - Alexa-fluor 488 or 594 (2 µg/ml; Thermo Fischer Scientific)) was performed at room 

temperature for 1 h. For actin staining, Alexa-fluor 568 phalloidin (5 µg/ml; Thermo Fischer 

Scientific A12380) was incubated on cells overnight at 4°C. DAPI staining (1 µg/ml; Sigma) 

was performed for 10 min at room temperature. ProLong Gold without DAPI (Thermo Fischer 

Scientific) was used for coverslip mounting. 

Widefield acquisitions were realized using Apotome microscope (Zeiss) and confocal 

acquisitions were made on SP8-STED microscope (Leica). Image processing was performed 

using ImageJ. GraphPad Prism (v8) software was used to perform data statistical analysis. 

 

Placental histoculture 

Placental histocultures were carried out as described [36, 51]on first trimester placentas (4 

placentas; mean = 13.11 ± 0.49 (SEM) weeks of amenorrhea, i.e., 11.11 ± 0.49 weeks of 

pregnancy; age of the women: mean = 23 ± 1.5 (SEM) year-old), following elective abortion 

by surgical aspiration at Paule de Viguier Maternity Hospital (Toulouse, France). Briefly, 

trophoblastic villi were manually dissected in small explants (2-3 mm3), washed in PBS, and 

kept overnight in Exofree medium to eliminate the remaining red blood cells. To infect 

placental explants by hCMV, an overnight incubation of half of the explants was performed 

upon dissection with 500 l of pure viral stock (corresponding to around 108 focus forming 

units, ffu) mixed with 500 l of Exofree medium. Explants were then washed in PBS and 
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deposited nine by nine on gelatin sponges (Gelfoam, Pfizer) in a 6-well plate containing 3 ml 

of Exofree medium, in at least 6 wells per condition (non-infected versus infected). Conditioned 

medium was collected and renewed with fresh Exofree medium every 3 to 4 days for the 

duration of the culture. At 14 days of culture, total collected medium was pooled for each 

condition and used to perform sEV preparation as described above. Placental explants were 

weighed for normalization of resuspension volume and calculation of sEV yield.  

 

Amniotic fluid collection 

Remaining amniotic fluid (AF) collected during classic patient care was saved for the present 

study. It was subjected to a 10 min centrifugation at 3000 rpm in order to remove the cells and 

large debris before its storage at -80 °C. The sEV preparation was carried out according to the 

procedure described above. 

 

RESULTS 

Cytotrophoblast infection by hCMV leads to an increase of sEV secretion 

 To study the consequences of hCMV infection on placental sEV secretion and 

composition in early pregnancy, we used an immortalized cell line derived from first trimester 

extravillous cytotrophoblasts (HIPEC [37, 52]), for which the expression of the cytokeratin 7 

specific cytotrophoblastic marker was verified (data not shown). Cell supernatants were 

collected and pooled upon 48-72 h of infection before sEV preparation. To exclude any possible 

effect of viral contamination of sEV preparations in further experiments, an infectivity test was 

systematically carried out at the end of the sEV preparations (Supplementary Figure 1A). When 

sEV isolated from infected or non-infected cytotrophoblasts were incubated with MRC5 cells, 

no infection was detected either by immunofluorescence done against IE, nor by RT-qPCR 

against the viral mRNA encoding UL55 protein (Figure 1A). In contrast, cells incubated with 

hCMV at a MOI of 3 showed active viral replication. Moreover, no structure evoking hCMV 

viral particle was observed on sEVs isolated from infected cells by TEM (Supplementary Figure 

2 and data not shown). 

 Counting of infected cytotrophoblasts at the time of sEV preparation procedure showed 

a significant decrease of cell number upon hCMV infection compared to non-infected cells 

(Supplementary Figure 1D) with, however, no overt cell mortality assessed by trypan blue 
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staining (data not shown). Despite the lower cell number upon infection, the quantification of 

sEVs isolated per cell showed a significant higher yield of production by hCMV-infected 

cytotrophoblasts compared to non-infected cytotrophoblasts, with an increase of around 40 % 

upon infection (Figure 1B). However, no difference in either the mean size or the mode size of 

the sEV preparations was observed upon infection when analyzed by NTA (Figure 1C) and 

vesicles deriving for both non-infected or infected cytotrophoblasts exhibited the typical 

structure and shape of sEVs as evidenced by TEM (Figure 1D and Supplementary Figure 2). 

Relative size distribution was next determined by TEM, by evaluating the relative size of sEV 

on three independent preparations and for at least 1100 sEV per condition (Figure 1E and F). 

By using this approach, a significant change in relative size distribution and a global decrease 

of sEV relative size was observed upon hCMV infection. Indeed, relative size of sEV produced 

from non-infected cytotrophoblasts was 110 nm and decreased to 97 nm for sEV deriving from 

hCMV-infected cytotrophoblasts. 
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Figure 1: Impact of hCMV on trophoblastic cells sEV production, size and ultrastructure. 
A) Immunofluorescence realized against hCMV Immediate Early (IE) antigen in non-treated 

MRC5 cells (panel a), or upon incubation during 24 h with either hCMV at MOI 3 (panel b), 

sEVs isolated from non-infected (panel c) or from hCMV-infected cytotrophoblasts (panel d). 

Magnification = 20 x. Blue (upper panel): DAPI; red (lower panel): IE. Below images are 

indicated the results of RT-qPCR realized against hCMV UL55 mRNAs on RNA extracted 

from MRC5 cells at 48 h post-incubation with hCMV or sEV preparations (+: amplification; -: 

no amplification). Data are representative for at least three independent experiments. B) Yield 

of sEV recovered upon sEV preparation from non-infected (NI) or infected (hCMV) 

cytotrophoblasts, calculated upon NTA experiments. *, p = 0.0464 by paired t-test for 7 

independent experiments. C) Comparison of mean size (left histogram) and mode size (right 

histogram) between sEVs prepared from non-infected (NI) or infected (hCMV) 

cytotrophoblasts, calculated upon NTA experiments. Histograms show the mean ± SEM of 

three independent experiments. ns: non-significant by Mann Whitney test. D) Electron 

microscopy images of sEV (indicated by an arrow) prepared from non-infected (NI) or infected 

(hCMV) cytotrophoblasts. Magnification = 26000 X.  Scale bar = 100 nm. Images are 

representative of at least three independent experiments. E) Distribution analysis of sEV 

relative size measured from MET pictures, for sEV isolated from either non-infected (white 

bars) or infected cytotrophoblasts (grey bars). Each bar of the histogram represents the mean ± 

SEM of the number of sEVs per bin (bin width = 20 nm) for three independent experiments. 

****, p <0.0001 by Chi-square test. F) Relative size of individual sEVs, measured from MET 

pictures for three independent experiments, was reported on graph, as well as the mean ± SEM. 

Total sEV count was 1165 for NI and 1351 for hCMV sEVs. ****, p <0.0001 by Mann-Whitney 

test. 

 

Impact of hCMV infection on canonical sEV markers  

 To assess the impact of hCMV infection on the expression of sEV canonical markers, 

different analyses were carried out. By combining western-blotting, multiplex bead-based flow 

cytometry and immunolabeling electron microscopy, we observed that sEVs preparations 

expressed specific vesicular markers including CD9, CD81, Alix and Tsg101, without 

contamination by any endoplasmic reticulum or mitochondrial marker (Figure 2), confirming 

the quality of the sEV isolation procedure [41]. No drastic differences were observed in their 

expression between sEVs isolated from non-infected or infected cytotrophoblasts (Figure 2).  

 A multiplex bead-based flow cytometry assay, realized against a panel of proteins [46, 

47], indicated that surface proteins expressed by cytotrophoblasts were highly represented on 

isolated sEVs, like CD24 (a mucin-like glycoprotein expressed by the cytotrophoblasts from 

the first trimester of pregnancy [53]), CD41b (also known as Integrin alpha 2b, implicated in 

adhesion and migration of cytotrophoblasts [54]), CD49 (Integrin alpha 5, [55]), CD133 (also 

called Prominin-1, a pentaspan membrane protein [56]) and SSEA-4 (a stemness marker also 

expressed by cytotrophoblasts [24]). No significant difference in their surface expression level 
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was observed between sEV isolated from non-infected or hCMV-infected cytotrophoblasts 

(Figure 2B). 

 In contrast, a striking difference of the expression of the vesicular canonical marker 

CD63 tetraspanin was evidenced by western-blot. The protein was not detected in whole cell 

lysates, but was enriched in sEVs isolated specifically from hCMV-infected cytotrophoblasts 

(Figure 2A). By examining CD63 expression at the level of individual vesicles by IEM, we 

noticed that this increase was correlated to the presence of a small proportion of sEVs highly 

positive for CD63 (between 1-5 %, Supplementary Figure 3), while the others remained 

negative (Figure 2E). By multiplex bead-based flow cytometry assay, no significant difference 

in CD63 expression could be detected between sEVs prepared from non-infected or infected 

cytotrophoblasts, certainly due to the low proportion of positive vesicles (Figure 2B).  These 

data revealed that hCMV infection did not globally impact on canonical markers of sEV 

secreted from cytotrophoblasts, except for CD63 which appeared in a subpopulation of vesicles 

upon infection. 
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Figure 2: Impact of hCMV infection of trophoblastic cells on sEV canonical markers. A) 

Western-blot realized on either whole cell lysates (left wells) or purified sEVs (right wells), 

from non-infected (NI) or infected (hCMV) cytotrophoblasts. Proteins of interest and their 

corresponding molecular weight are indicated on the right of the Figure, with a smear for CD63 

due to the non-reducing conditions of the western blot, which preserve its rich glycosylated 

pattern. B) Surface expression level of different proteins found on sEV isolated from non-

infected (NI) or infected (hCMV) cytotrophoblasts, determined with the multiplex flow 

cytometry MACSPlex exosome kit assay. The heat-map represents the mean of 3 independent 

experiments, for different sEV markers indicated on the left column. Blue intensity is 

proportional to the level of expression calculated in Median Fluorescence Intensity, indicated 

on the right of the heat-map. ns, non-significant by two-way ANOVA. C-E) TEM observation 

of sEV - isolated from non-infected (NI) or infected (hCMV) cytotrophoblasts - which were 

immunogold-labelled for CD9 (C), CD81 (D) or CD63 (E), and revealed with Protein A-gold 

particle of 10 nm diameter. Scale bar = 100 nm. Magnification = 26000 X. In E) only positive 

vesicles, representing around 1-5 % of sEVs isolated upon infection, are shown, the other being 

negative (see Supplementary Figure 3 for wide field image). 

 

sEVs secreted by infected cytotrophoblasts harbor a proviral protein cargo 

 To go deeper inside the study of the impact of hCMV infection of trophoblastic cells on 

sEV cargo, a comprehensive proteomic analysis of sEV composition upon infection was carried 

out. To this end, equivalent amounts of sEVs prepared from non-infected or hCMV-infected 

cytotrophoblasts were analyzed by mass spectrometry-based quantitative proteomics for three 

independent sEV preparations. Each sEV preparation was analyzed with at least three technical 

replicates, leading to the identification of 1,700 to 1,980 proteins per injection and of 3079 

proteins across all samples (3048 human and 31 viral; see Supplementary Table 1 for the list of 

the proteins identified for the three biological replicates). Among the 3048 human proteins 

identified, the gProfiler2 R package was able to interrogate 2936 proteins, for which the term 

"extracellular exosome" (Gene ontology GO:0070062) appeared as the most significantly 

enriched (false discovery rate (FDR) = 1.087859e-259
, R package gProfiler2 [57]), with 962 of 

them (32.8 %) associated with the "extracellular exosome" GO term. Conversely, these 962 

proteins constituted 44.1 % of the proteins which define the GO term, and the 94 of the top 100 

most frequently identified exosomal proteins, as defined by the Exocarta database 

(http://exocarta.org/exosome_markers_new), were detected in the sEV preparations. 

 Mass spectrometry-based quantitative proteomics data indicated that 37 proteins, 

including 25 viral proteins, were significantly over-represented and 15 human proteins under-

represented in sEVs secreted by cytotrophoblasts upon hCMV infection, as illustrated in the 

Volcano plot (Figure 3A). Interestingly, the Thy-1 cellular protein, which has been 
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demonstrated to play an important role to facilitate hCMV entry into cells via macropinocytosis 

[58, 59], was found significantly enriched in sEVs upon infection (Figure 3A and 

Supplementary Table 1). This was confirmed by western-blot, showing that Thy-1 was detected 

in sEVs only upon hCMV infection (Supplementary Figure 4A). By using Ingenuity Pathway 

Analysis (IPA) tool on proteomic data, several biological functions were found to be 

significantly over- or under-represented in sEVs upon infection (Figure 3B). The highest 

modulated pathway identified was "autophagy", with several actors showing modified 

expression in sEVs issued from infected cells, leading to a global autophagy activation pattern 

(Figure 3C). As EV composition mainly reflects the composition of their secretory cells, this 

may also reflect the activation of the autophagy pathway induced upon hCMV infection of host 

cell at the very early times of infection [60-62]. On the other side, two pathways linked to 

mitochondrial functions (i.e., "consumption of oxygen" and "synthesis of ATP") were found 

lowered in sEVs prepared from hCMV-infected cells in comparison with non-infected cells 

(Figure 3B). This also may be the consequence of hCMV-induced mitochondrial dysfunctions 

[63-66], notably via interference with the antiviral Viperin protein, which leads to decreased 

cellular ATP levels [67]. 

 Amongst the proteins identified in sEVs isolated from infected cytotrophoblasts, 31 

were of viral origin. They are listed in Figure 3D in regards of their biological function, curated 

from the literature (Supplementary Table 2). They play a role in different aspects of hCMV 

infection, from viral entry to egress, quiescence, as well as pathogenicity and immune evasion, 

and are mainly immediate early or late proteins (Supplementary Figure 4B). Interestingly, 

although sEV preparations were devoid of viral particles as assessed by infectivity assays and 

TEM, some of the viral proteins found in sEV isolated from hCMV-infected cytotrophoblasts 

are structural proteins (Figure 3D and Supplementary Table 2), like the envelope proteins gB, 

gH and gM. Most of the other proteins identified were capsid and tegument proteins that are 

delivered to host cell upon infection, or proteins immediately expressed after virus entry like 

IE1 and IE2, which play a role in early transcriptions. Finally, IRS1 and TRS1, which inhibit 

the establishment of an antiviral state in infected cells, notably by antagonizing the autophagy 

pathway induced upon hCMV infection [60, 61], were also detected in sEVs isolated from 

infected cytotrophoblasts. Altogether, analysis of the proteomic data suggested that sEVs 

secreted by infected cytotrophoblasts may transport a protein cargo with proviral properties, by 

providing the recipient cells with elements that may facilitate the early steps of a further hCMV 

infection. 
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Figure 3: Proteomic analysis of sEV composition upon infection of trophoblastic cells by 

hCMV. A) Volcano-plot representing differences in normalized mean protein abundance in 

sEVs hCMV versus sEVs NI. Human and viral proteins exhibiting significant differences 

between the two conditions are represented by circles and triangles, respectively (Student T-

test p-value <=0.05 and log2 ratio >=1 or <=-1). Red: over- represented proteins; Blue: under- 

represented proteins. B) Dot plot representation of the top diseases and biological functions 

associated with human proteins exhibiting an absolute normalized mean abundance log2 ratio 
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greater than 1 or lower than -1, in sEVs hCMV versus sEVs NI.  Top diseases and biological 

functions associated with changes in the protein content of sEVs upon hCMV-infection were 

identified using QIAGEN Ingenuity Pathway Analysis (IPA). Size of the circles depends on the 

number of the proteins identified in the corresponding pathway; level of blue intensity depends 

on the p-value. C) Human proteins associated with the predicted increased activation state of 

autophagy pathway as determined by IPA. D) Heatmap representation of the biological 

functions associated with hCMV viral proteins expressed in sEVs hCMV. 

 

sEVs are efficiently uptaken by recipient cells 

 We next examined whether MRC5 cells may uptake sEVs. To this end, PKH67-stained 

sEVs prepared from non-infected or infected cytotrophoblasts were incubated with MRC5 cells 

during various times. By performing fluorescence observations of MRC5 cells incubated with 

PKH67-stained sEVs during 16 h, a vast proportion of cells showed green puncta into their 

cytoplasm, indicating an important uptake of sEVs (Figure 4A). When performed as soon as 2 

h post-incubation, most of the MRC5 cells already showed numerous cytoplasmic puncta, 

indicating that sEV uptake already occurred at early time points upon sEV incubation with cells, 

for both sEVs produced by non-infected and infected cytotrophoblasts (Supplementary Figure 

5). Moreover, these puncta were visible on the same confocal plan as actin (revealed by 

phalloidin staining), indicating an intracytoplasmic localization of PKH67 fluorescence, and 

not a simple binding of sEVs to the cell surface (Figure 4A and Supplementary Figures 5B and 

C). 

To measure the level of sEV internalization, fluorescence acquisition by recipient cells was then 

followed by flow cytometry (Figures 4B and C). Percentage of PKH67-positive cells, calculated 

upon subtraction of cell autofluorescence background, was then calculated depending on 

duration of incubation with sEVs. As observed in Figures 4B and C, sEV uptake by MRC5 cells 

was visible as soon as 2 h post-incubation, and reached a maximum of around 13 % of positive 

cells at 16 h, which remained the same until 24 h. However, this percentage may be somewhat 

underestimated, since subtraction of cell autofluorescence may largely occult an important 

amount of uptaken sEVs, which fluorescence is faint, given the small size of the vesicles and 

thus, the small number of PKH67 molecules incorporated. Altogether, these data indicate that 

the sEVs secreted by cytotrophoblasts are largely uptaken by recipient cells, where they may 

thereafter exert a biological function. 
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Figure 4: Internalization of sEVs isolated from non-infected cytotrophoblasts in fetal 

MRC5 cells. A) Confocal images of fluorescence microscopy carried out on MRC5 cells after 

16h incubation with PKH67-labelled sEVs. Blue: DAPI; Red: Phalloidin; Green: PKH67. Scale 

bar: 100 m. Magnification = 63 X. B) Histogram representing the percentage of PKH67 

positive cells along time, upon incubation of MRC5 cells with sEVs. Bars represent the mean 

± SEM of three independent experiments. C) Monitoring of PKH67-labeled sEVs 

internalization by MRC5 cells by flow cytometry. Dot plots represent MRC5 cell fluorescence 

upon incubation with PKH67-stained sEVs (200 sEVs/cell) for cells that have not been 

incubated with sEVs (NT, non-treated), or upon 2 h or 16 h of incubation. X-axis: PKH-67 

fluorescence intensity; Y-axis:  FSC. Gate indicates cells positive for PKH67. 
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sEVs from hCMV-infected cytotrophoblasts potentialize further infection of recipient 

MRC5 cells 

 Since proteomic data suggested a proviral activity for sEVs issued from infected 

cytotrophoblasts, we assessed the ability of sEVs to modulate hCMV infection. As sEV cargo 

was composed of proteins prone to act on early steps of infection - entry and immediate early 

transcriptions - we reasoned that any putative action of sEVs should take place immediately 

after delivery of their content into recipient cells. In this regard, different amounts of sEVs from 

non-infected or hCMV-infected cytotrophoblasts were deposited on MRC5 cells either 

concomitantly or 2 h before addition of hCMV (Figure 5A). 24 h later, cells were subjected to 

an anti-IE immunofluorescence (Figure 5B).  When added alone, sEVs prepared from hCMV-

infected cells did not lead to any detectable expression of IE in MRC5 cells (Figure 5Ba), 

indicating that they were not contaminated by residual infectious viral particle, as already 

assessed previously (Figure 1A and Supplementary Figure 2). This also indicated that the 

detection of IE by immunofluorescence upon infection was due to viral gene expression and 

not to the presence of IE carried by sEVs, even if it was detected in sEVs secreted by infected 

cells during proteomic analysis. As observed in Figure 5C, when added simultaneously with 

hCMV, sEVs did not influence the level of MRC5 cell infection, whatever their origin and 

quantity, compared to non-treated cells. In contrast, the addition of increasing doses of sEVs 

prepared from infected cells (sEV hCMV) 2 h before infection led to a potentiation of infection, 

when compared to cells treated with sEVs prepared from non-infected cells (sEV NI). This 

increase was significant for the two highest doses of sEVs applied, with a stimulation of 

infection of around 17 % and 30 % when 50 and 200 sEVs were added per cell, respectively 

(Figures 5B and D). 
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Figure 5: Effect of cytotrophoblast sEVs on MRC5 cell permissiveness for hCMV. A) 

experimental procedure (NT=non-treated). B) Immunofluorescence performed on MRC5 cells 

against IE viral antigen (blue: DAPI; red: IE). a- Non-infected control cells upon 24 h 

incubation with sEVs isolated from hCMV-infected cytotrophoblasts. B,c,d- MRC5 cells were 

either non-treated (b- NT) or incubated during 2 h with sEVs prepared from non-infected (c- 

sEV NI) or infected cytotrophoblasts (d- sEV hCMV) with 50 sEV per cell, then infected during 

24 h with hCMV at a MOI of 0.5 before proceeding to immunofluorescence. Scale bar: 200 

m. C-D) MRC5 cells were incubated with sEVs prepared from non-infected (sEV NI) or 

hCMV-infected (sEV hCMV) cytotrophoblasts and infected by hCMV at a MOI of 0.5, 

concomitantly (C) or 2 h after sEV incubation (D). Three increasing doses of sEVs were used 

in these experiments (20, 50 or 200 sEV per cell, from left to right). 24 h later, expression of IE 

antigen was assessed by immunofluorescence. Quantification of the percentage of IE positive 

cells was carried out and normalized by the percentage of cells infected by hCMV without any 
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sEV (NT). Each dot is an independent experiment and corresponds to the mean of the counting 

of 10 fields, with around 70 cells counted, i.e., around 700 cells per dot. n = 4 to 10 independent 

experiments. Since sEVs used in infection assays were prepared each time in parallel between 

non-infected or hCMV-infected cytotrophoblasts from a given batch, statistical analysis was 

done by pairing the results between sEV NI and sEV hCMV for each independent experiment. 

ns, non-significant; *, p < 0.05; *** p < 0.001 by paired t-test. 

 

sEVs from hCMV-infected cytotrophoblasts, placental tissues and amniotic fluids 

enhance infection of human neural stem cells  

 To examine the potential proviral role of placental sEVs on hCMV transmission towards 

the fetal brain, we performed similar experiments using human NSCs derived from embryonic 

stem cells [14, 38]. A significant enhancement of hCMV infection was observed when sEVs 

prepared from infected cytotrophoblasts were used in comparison to sEVs prepared from non-

infected cytotrophoblasts (Figure 6A). A mean increase of 42 % was observed when incubation 

was done during 24 h, but not with shorter incubation times. This delayed timing of incubation 

needed for observing a proviral action of sEVs may be due to less efficient sEV fixation and/or 

uptake mechanisms for NSCs in comparison to MRC5 cells. 

 To get closer to physiological conditions, a model of first trimester placental 

histocultures was next infected by hCMV and used for sEV isolation. This ex vivo model, 

developed in our team [51, 68], reflects the high complexity of the placental cytoarchitecture. 

Recent data obtained from this model showed a modification of sEV surface markers upon 

hCMV infection, which suggested a proviral role of placental sEVs [36]. Similar to what was 

observed with sEVs from cytotrophoblast origin, sEVs produced by infected placental 

histocultures significantly potentiated hCMV infection of NSCs in comparison to sEVs secreted 

by non-infected histocultures, with a mean of 48 % of increase upon 24 h of incubation with 

sEVs (Figure 6B). 
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Figure 6: Effect of placental sEVs on neural stem cells permissiveness for hCMV.  

NSCs were incubated with sEVs prepared from cytotrophoblasts (A) or ex vivo first trimester 

placental histoculture (B), which were either non-infected (sEV NI) or hCMV-infected (sEV 

hCMV). 200 sEVs per cell were used. NSCs were then infected by hCMV at a MOI of 3, 

simultaneously, 2 h, of 24 h after sEV incubation. 24 h later, expression of IE antigen was 

assessed by immunofluorescence. Quantification of the percentage of IE positive cells was 

carried out and normalized by the percentage of infection of cells infected by hCMV without 

any sEV (NT). Each dot is an independent experiment and corresponds to the mean of the 

counting of 10 fields, with around 70 cells counted, i.e. around 700 cells per dot. n = 4 to 7 

independent experiments. Since sEVs used in functional assays were prepared each time in 

parallel between non-infected or hCMV-infected cytotrophoblasts or placental explants from a 

given batch, statistical analysis was done by pairing the results between sEV NI and sEV hCMV 

for each independent experiment.  ns, non-significant; *, p < 0.05 by paired t-test. 
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 Finally, the impact of sEVs prepared from amniotic fluid (AF) obtained from naturally 

infected pregnant women was assessed (Figure 7). Even if AF sEVs originate from various 

tissues, an important proportion of them have been described to express placental alkaline 

phosphatase, testifying of their placental origin [69]. Thus, we reasoned that AF sEVs may also 

be endowed with a proviral activity and facilitate the infection of NSCs by hCMV. AF was 

collected at third trimester of pregnancy from 3 women, whose clinical data are summarized in 

Supplementary Table 3. The first one (NP19) had no history of infection or other maternal 

disease during pregnancy. The second one (NP6) presented a first trimester hCMV 

seroconversion with her AF negative for hCMV by qPCR and no fetal defects reported by 

imaging. The third one (NP12) also seroconverted during first trimester of pregnancy but her 

AF was positive for hCMV by qPCR and the fetus presented major brain lesions. From the AF 

of these patients, sEVs were prepared and incubated on NCSs during various times before 

infection by hCMV. NSCs were subjected to an anti-IE immunofluorescence 24 h later to assess 

their level of infection. A control experiment verifying that no infectious particle was present 

in sEVs preparations was systematically performed in parallel (data not shown). Compared to 

the other sources of sEVs used previously (Figure 6), a significant effect of sEVs on viral 

infection was observed at earlier times of incubation with NSCs but not at 24 h, certainly due 

to a difference in sEVs uptake efficiency (Figure 7). When incubation was realized 

simultaneously or 2 h before hCMV infection, level of infection of NSCs incubated with sEVs 

prepared from the non-infected patient NP19 or NP6 (infected patient but with AF negative for 

hCMV) remained similar. Remarkably, when sEVs were prepared from NP12, a case of hCMV 

positive pregnancy with severe impairment of fetal development, a significant increase of 

infection of around 20 % was observed in comparison to incubation with sEVs from NP6 or 

NP19, indicating that NP12 sEVs allowed the enhancement of hCMV infection in recipient 

NSCs. Hence, our data suggest a correlation between the clinical severity of hCMV-

complicated pregnancy and the proviral effect of sEVs prepared from patient AF. 
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Figure 7: Effect of sEVs prepared from amniotic fluid of naturally infected pregnant 

women on neural stem cells permissiveness for hCMV. 

NSCs were incubated with sEVs prepared from amniotic fluid (AF) from patient NP19 (non-

infected), NP6 (hCMV infected, AF negative for hCMV) or NP12 (hCMV infected, AF positive 

for hCMV). 200 sEVs per cell were used. NSCs were then infected by hCMV at a MOI of 3, 

simultaneously, 2 h, of 24 h after sEVs incubation. 24 h later, expression of IE antigen was 

assessed by immunofluorescence. Quantification of the percentage of IE-positive cells was 

carried out. Each dot is a biologic replicate and corresponds to the mean of the counting of 10 

fields, with around 70 cells counted, i.e., around 700 cells per dot. n = 3 to 4 independent 

experiments. Results of ordinary one-way ANOVA test performed for the 3 different durations 

of sEVs incubation are the following: p = 0.0374 (*) for Simultaneously; p = 0.0006 (***) for 

2 h before; p = 0.6415 (non-significant) for 24 h before. Histograms represents the mean ± 

SEM of the percentage of infected cells in each condition. Statistical comparison between the 

conditions were done by unpaired t-test. ns, non-significant; *, p < 0.05; ** p < 0.005. 

 

DISCUSSION 

 Although the role of placental sEVs during normal and pathological pregnancy is 

extensively studied [25, 26, 28, 32, 70], the impact and consequences of hCMV infection on 

placental sEVs are far to be deciphered, in particular at the beginning of pregnancy. We recently 

described that infection of first trimester ex vivo placental histocultures modified sEV surface 

markers, suggesting a potential proviral role of the sEVs [36]. However, the difficulty of 

purifying high sEVs amounts from this model hampered the possibility to conduct a study 

combining exhaustive analysis of sEV composition and biological function. In this work, we 

used a combination of a cytotrophoblast cell line deriving from first trimester placenta [37], ex 
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vivo placental histocultures and patient amniotic fluids to isolate sEVs and examine the impact 

of hCMV infection on their composition and function. 

 Although a high number of publications describe a role of EVs on pregnancy regulation, 

the nature of the EVs examined is often not precisely stated, and confusion remains about the 

subtypes of EVs studied. Here, we decided to focus our study on sEVs, considering the amount 

of data already available concerning their composition and function [26, 29, 32]. By using the 

gold-standard method based on differential ultracentrifugation followed by density gradient 

ultracentrifugation, we were able to isolated sEVs devoid of viral particles in a rigorous manner. 

These were next further characterized by a combination of complementary approaches and 

presented the typical features of exosomes in terms of size, structure and presence of canonical 

markers [41]. Since our work did not focus on their biogenesis pathway, we cannot, however, 

formally state about their endosomal origin. This is why we used the generic term sEVs along 

the manuscript, as recommended by the MISEV guidelines. Interestingly, we observed the 

appearance of a subpopulation of CD63-positive sEVs upon hCMV infection. An enhancement 

of CD63 expression on sEVs was also recently reported in a study describing a dysregulation 

of EV biogenesis machinery in a model of hCMV-infected human dermal fibroblasts [71]. 

Given the low numbers of sEVs positive for CD63 in our model, we have not investigated the 

underlying molecular mechanism of this CD63 upregulation. 

 Similar to what has been described in the study using dermal fibroblasts [71], we 

observed that hCMV infection of our cytotrophoblast cell line increased the yield of sEVs 

production. However, this increase was counterbalanced by a reduced cell growth upon 

infection. Hence, the global quantity of sEVs harvested from hCMV- or mock-infected cells 

remained similar between both conditions. As hCMV mainly replicates in discrete foci in 

placenta in vivo [72], it is unlikely that hCMV infection would impact on the global quantity of 

sEVs secreted by the placenta.  

 Our proteomic study on sEVs revealed the presence of viral proteins in the vesicles 

secreted from infected cells, notably the envelope proteins gB, gH and gM, as it has already 

been described in other studies [42, 71, 73]. Additionally, many of the identified viral proteins 

were capsid and tegument proteins that participate to virus particle assembly and release at the 

end of the replication cycle. They are usually delivered to host cell upon infection by neo-

virions or immediately expressed after viral entry process, where they also play crucial roles. 

Importantly, IE1 and IE2, which are major viral immediate early genes playing a key role in 

viral genome expression [74-77], were also present in sEVs produced from infected cells. We 
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also identified pp65, which participates to the transactivation of viral major immediate early 

genes [78, 79], as well as pp71, which stimulates viral immediate early transcription and inhibits 

the host innate response by targeting STING [80, 81]. Interestingly, except for pp71, most of 

the viral proteins identified in our study have not been described in the other previous proteomic 

studies of sEVs secreted from hCMV-infected cells [73]. Conversely, some viral proteins 

identified by Turner et al, such as IR11, IRL12, US14, were not found in our study. To reconcile 

these differences, it is important to keep in mind that our study focused on sEVs secreted by 

trophoblastic cells between 24 h to 72 h upon infection, i.e., at relatively early time points in 

replication cycle, when viral particles are only beginning to be released from infected cells. 

Hence, it is tempting to speculate that sEVs secreted at that early step may prime the 

neighboring cells for viral dissemination and spread. In contrast, in the study of Turner et al, 

which was realized in MRC5 cells, sEV protein composition was assessed at 5 days post 

infection, when large amounts of viral particles are released from cells. Their proteomic study 

showed a protein cargo more prone to serve immuno-evasion functions at a later timing of 

infection, by expressing for example the viral Fc-gamma receptor homologue IR11/gp34 [73]. 

Hence, it seems that composition of sEV secreted by hCMV-infected cells evolves with time, 

depending on their state of infection and the step of hCMV replication cycle. 

 In addition to the viral proteins carried by cytotrophoblast sEVs, composition of sEVs 

for proteins of cellular origin was also altered upon hCMV infection. By using IPA to analyze 

biological pathway over-represented in sEVs issued from infected cells, the term "autophagy" 

was the first represented, likely reflecting the autophagy activation induced by hCMV in host 

cells at the very early times of infection [60-62]. Importantly, TRS1 and IRS1, two viral proteins 

described to antagonize autophagy at latter time points of the viral cycle [60, 61], were also 

carried in sEVs, which may consequently inhibit the induction of autophagy in recipient cells 

upon sEV uptake. One cellular protein, Thy-1, was also found highly over-represented in sEVs 

from infected cells. Interestingly Thy-1 plays an important role for favoring hCMV entry into 

cells by macropinocytosis [58, 59]. Hence, all the elements brought by our proteomic analysis 

of sEVs indicate that they were prone to facilitate viral infection of recipient cells, while 

inhibiting innate antiviral cellular responses. 

 By examining the function of sEVs isolated from non-infected or hCMV-infected 

cytotrophoblasts, we observed that sEVs secreted by infected cells enhanced further hCMV 

infection of MRC5 cells. Such proviral properties of sEVs produced by infected cells have 

already been described for other Herpesviridae [82, 83] and very recently for hCMV [71] - 
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although not in a placental context - and confirm a general role of sEVs in modulating viral 

transmission for many viral families [84-86]. Since placental sEVs are found both in maternal 

and fetal sides at high quantities as soon as the early beginning of pregnancy [87, 88], we 

hypothesized that they may facilitate hCMV dissemination not only in the placental tissues but 

also towards the fetus, notably in the fetal brain, by enhancing hCMV infectivity in fetal neural 

cells. Indeed, we observed that sEVs prepared from an infected trophoblast cell line or first 

trimester placental explants enhanced hCMV infection of human NSCs. Finally, our 

observations were confirmed using clinical samples. Strikingly, a significant enhancement of 

infection was observed with sEVs isolated from the amniotic fluid of an infected woman (with 

amniotic fluid positive for hCMV) whose fetus showed severe neurodevelopmental 

impairments, in contrast to sEVs isolated from the amniotic fluid of a non-infected pregnant 

woman, or an infected woman (with amniotic fluid negative for hCMV) whose fetus showed 

no detectable developmental defects. Hence, placental sEVs seem to be key players of hCMV 

dissemination towards the fetus during congenital infection and may be one of the missing links 

explaining the variety and severity of sequelae observed during viral congenital infection. 
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1.2. Données non publiées et expérimentations en cours 

 

En parallèle de la description protéique exhaustive des sEV trophoblastiques en 

condition d’infection par le hCMV, nous souhaitons également décrire la composition en 

miARN de ces sEV, et en particulier les changements potentiels d’expression des miARN du 

cluster C19MC, fortement exprimé dans le placenta. Pour ce faire, nous avons réalisé des 

productions de sEV trophoblastiques semblables à celles réalisées pour l’étude protéomique 

(infectées par le hCMV ou non infectées) et nous en avons extrait les miARN. En collaboration 

avec le Dr. A. Favereaux et Y. Gassama à l’institut de Broca de Bordeaux, nous avons réalisé 

des librairies de miARN qui sont actuellement en cours d’analyse bioinformatique. Les données 

obtenues sur la composition en miARN des sEV trophoblastiques pourraient permettre un 

niveau de compréhension plus fin des mécanismes pro-viraux décrits dans l’article présenté ci-

dessus. De plus, les miARN présents dans les sEV trophoblastiques en conditions infectée ou 

non, pourraient constituer des candidats biomarqueurs intéressants dans le cadre du suivi des 

grossesses hCMV positives.  

Afin d’apporter plus de poids à nos données concernant l’impact des sEV 

trophoblastiques, placentaires et amniotiques sur la biologie des cellules souches neurales 

humaines, nous avons cherché à mettre au point un modèle de passage des sEV au travers de la 

barrière hémato-encéphalique. Nous nous intéressons donc spécifiquement au passage des sEV 

d’origine placentaire au travers de la barrière hémato-encéphalique fœtale. Nous avons choisi 

d’utiliser un modèle animal de souris nouveau-né afin d’injecter dans le sang périphérique des 

sEV marquées au PKH67 et de rechercher la présence du marqueur lipidique au niveau cérébral. 

Comme décrit dans l’introduction, la barrière hémato-encéphalique est à la naissance assez 

proche de celle retrouvée à l’état fœtal : elle est immature et laisse passer de nombreuses 

molécules. D’autre part, le système immunitaire des souris nouveau-né est peu fonctionnel, et 

les sEV d’origine humaine seront donc peu immunogènes pour leurs organismes, comparés à 

une souris adulte. Si nous injections des sEV à une femelle souris gestante, en cas de résultat 

négatif, nous n’aurions pas la certitude que les sEV auraient été stoppées in vivo par la barrière 

hémato-encéphalique, la barrière placentaire ou encore détruites par le système immunitaire. 

Les mises au point de cette expérimentation sont en cours, en suivant un protocole d’injection 

périphérique dans la veine temporale des nouveau-nés décrit par Gombash et al. (Gombash 

Lampe et al., 2014). L’objectif principal est de déterminer s’il existe un passage des sEV ou de 

certains de leur composant au niveau cérébral (mesure de la fluorescence du PKH67 en FACS 
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après lysat du cerveau), et l’objectif secondaire est de définir des conditions de temps et dose 

optimales afin de potentiellement mettre en place des études in vivo par la suite. 

 

2. Impact de l’infection par le Cytomégalovirus sur les petites vésicules 

extracellulaires issues d’explants placentaires ex vivo 

 

2.1.  Article : « Le hCMV modifie l’expression de marqueurs de surface des 

petites vésicules extracellulaires isolées d’histocultures placentaires de 

premier trimestre »  
 

L’utilisation de modèles cellulaires, bien que réductionniste, permet de gagner en 

reproductibilité et de disséquer en détail les mécanismes biologiques impliqués en conditions 

physiologiques ou pathologiques. Après avoir caractérisé en détail la composition des sEV au 

cours d’une infection par le hCMV dans le modèle trophoblastique de cellules HIPEC, nous 

avons complété notre recherche avec un autre modèle plus proche de la physiologie. Notre 

équipe a mis au point il y a quelques années un modèle d’étude d’explants placentaires de 

premier trimestre issus d’IVG. Ces explants placentaires sont conservés en culture à l’interface 

air-liquide sur une longue période de quinze jours. Ce modèle d’histocultures placentaires ex 

vivo est permissif à l’infection par le hCMV (Benard et al., 2014; Lopez et al., 2011). Nous 

avons adapté ce modèle de placenta infecté par hCMV afin de récolter les sEV produites par le 

tissu placentaire au cours des quinze jours de culture et les résultats obtenus sont présentés dans 

l’article joint intitulé «Human Cytomegalovirus infection changes the pattern of surface 

markers of small extracellular vesicles isolated form first trimester placental histocultures », 

publié le 10 septembre 2021 dans Frontiers in Cell and Developmental Biology (doi : 

10.3389/fcell.2021.689122). Nous avons pour ce travail obtenu l’accord des CPP grâce au 

centre de ressources biologiques Germethèque (numéro d’autorisation CPP.2.15.27). 

Dans le travail présenté dans l’article joint, nous avons montré que bien que la sécrétion 

des sEV soit conservée, la composition des sEV produites par le tissu placentaire infecté in vitro 

par le hCMV était modifiée par rapport à la condition contrôle non infectée (issue du même 

placenta). Nous avons notamment remarqué une surexpression des marqueurs protéiques CD81 

et EpCAM (= CD326) à la surface des sEV issues de placenta infectés par le hCMV, par 

comparaison au placenta non-infecté. Ces deux protéines présentent un intérêt particulier dans 

https://doi.org/10.3389/fcell.2021.689122
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le cadre de l’infection placentaire par le hCMV. La tétraspanine CD81 est en effet connue pour 

participer à l’entrée virale du hCMV, notamment via ses interactions avec CD9 et CD44 qui 

forment des plateformes d’entrée cellulaire pour le virus (Fast et al., 2018; Viswanathan et al., 

2017). Concernant l’expression de CD326/EpCAM, CD326 est exprimée à la surface de 

certaines sous populations trophoblastiques. Nagao et al. ont montré que le KO d’EpCAM chez 

des souris induit des défauts massifs de placentation et n’est pas viable pour les fœtus (Nagao 

et al., 2009). Comme décrit dans l’introduction, la placentation optimale nécessite en effet un 

équilibre fin entre invasion trophoblastique et respect des structures maternelles.  

En plus de la mise au point d’un modèle de choix pour étudier l’impact de stress 

infectieux sur les sEV placentaires, ce travail a donc confirmé l’hypothèse selon laquelle les 

sEV de placentas infectés par le hCMV pourraient jouer un rôle fonctionnel au cours de 

l’infection virale. La surexpression de CD326 et CD81 pourrait en effet jouer un rôle 

respectivement sur le bon développement placentaire et sur la dissémination virale. Cette 

dernière hypothèse a été examinée dans l’article précédemment présenté en partie /résultats 

1.1./ Les sEV issues d’histocultures placentaires exercent un rôle pro-viral sur des cellules 

souches neurales naïves de toute infection. En résumé, les résultats du papier présenté ci-

dessous montrent que, au cours d’une infection par le hCMV, la sécrétion des sEV placentaires 

ne subit pas de modification significative, mais que leur composition en marqueurs de surface 

protéiques est modifiée, et pourrait potentiellement moduler certains mécanismes 

physiopathologiques au cours de l’infection par le hCMV (invasion trophoblastique et entrée 

virale). 

Article « « Le hCMV modifie l’expression de marqueurs de surface des petites vésicules 

extracellulaires isolées d’histocultures placentaires de premier trimestre » publié dans Frontiers 

in Cell and Developmental Biology le 10 septembre 2021 / doi : 10.3389/fcell.2021.689122 :  

  

https://doi.org/10.3389/fcell.2021.689122
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2.2.  Perspectives de l’article «Human Cytomegalovirus infection changes the 

pattern of surface markers of small extracellular vesicles isolated form 

first trimester placental histocultures » 
 

Comme décrit dans l’article présenté en première partie des résultats, l’étude des effets 

des sEV issues de placentas ex vivo permet de se rapprocher des conditions physiopathologiques 

réelles en addition des données concernant les sEV cellulaires. Nous y avons montré que, 

conformément à notre hypothèse, les sEV issues de placentas infectés ex vivo par le hCMV 

induisent une sensibilité plus importante des cellules souches neurales naïves à une future 

infection par le hCMV. 

Concernant la suite de ce travail sur les sEV issues d’explants placentaires, nous 

souhaitons caractériser la composition en miARN de ces vésicules. En effet la description de la 

composition des sEV placentaires reste lacunaire (Bergamelli et al., 2021), et nous avons pour 

objectif d’identifier des miARN différentiellement exprimés au sein des sEV placentaires au 

cours de l’infection par le hCMV, à visée de développement de biomarqueurs non invasifs. 

Nous avons collecté des placentas de terme comparables, infectés ou non in vitro par le hCMV, 

et à partir desquels nous avons purifié des sEV afin de séquencer leur contenu en miARN. 

Comme décrit par Liu et al. le transcriptome des placentas précoce est variable en fonction du 

terme mais également du sexe de l’embryon (F. Liu et al., 2021). Nous souhaitons donc 

appliquer à terme la méthode décrite par Degrelle et al. qui permet à partir de débris issus 

d’IVG, de déterminer le sexe embryonnaire et ainsi pouvoir comparer des groupes de terme, de 

sexe et de profils d’infection similaires (Degrelle & Fournier, 2018). 

 

3. Collection Biologique « Neuroplex » 
 

Afin de valider nos résultats au plus proche de la physiopathologie réelle de l’infection 

congénitale par le hCMV j’ai constitué une collection biologique « Neuroplex » constituée 

d’échantillons biologiques de cas cliniques présentant une infection congénitale. En effet, les 

données obtenues sur cellules trophoblastiques ou explants placentaires ex-vivo restent 

parcellaires car éloignées de la vraie pathologie de l’infection congénitale à hCMV. Avoir à 

disposition des échantillons humains nous permet de valider nos données avec plus de 

pertinence clinique. Les protocoles de mise en place et de suivi d’une collection biologique sont 

fastidieux et longs, surtout quand les patientes d’intérêt sont peu fréquentes et que nous 
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cherchons à les suivre au cours de leur grossesse afin d’avoir un panel évolutif de certains 

échantillons biologiques. Dans ce contexte, j’ai débuté en 2018 ce projet de collection 

biologique et j’ai procédé au suivi du projet tout au long de mes 3 années de thèse (interactions 

avec les centres de ressources biologiques, élaboration des documents et des protocoles de suivi, 

informations aux équipes soignantes, suivi du parcours des patientes et gestion des 

prélèvements).  

Ce biobanking « Neuroplex » consiste en la collecte d’échantillons de couples mères-

fœtus, suivis à la maternité Paule de Viguier (CHU Toulouse Purpan) et présentant une infection 

congénitale à hCMV. En étroite collaboration avec les cliniciens, en particulier les Drs. M. 

Bénard et M. Groussolles et l’équipe de sages-femmes du CPDPN, nous avons inclus des 

patientes enceintes présentant une séroconversion, une réactivation ou une réinfection hCMV 

en cours de grossesse (Annexe 2). Au cours de leur suivi de grossesse, sans geste médical 

supplémentaire, nous récoltons des échantillons biologiques variés : sang maternel, liquide 

amniotique, et à l’accouchement des prélèvements de sang de cordon fœtal et de placenta 

(Annexe 3 et 4). 

D’un point de vue réglementaire, l’étude est enregistrée au Centre de Ressources 

Biologiques Germethèque, au CECOS de la maternité Paule de Viguier, CHU Toulouse Purpan 

(BB-0033-00081) sous la déclaration numéro DC-2014-2202 et le numéro d’autorisation AC-

2015-2350. Le comité de protection des personnes a été saisi directement par la Germethèque 

pour validation de l’étude. Chaque patiente majeure a été informée des objectifs de l’étude, 

ainsi que de ses droits de refus de participer et de retrait permanent, et a signé un consentement 

écrit (CPP.2.15.27). Les données cliniques associées, leur collecte et leur analyse sont 

également couvertes par l’accord numéro DC-2014-2202. 

Le diagnostic d’infection à hCMV en cours de grossesse n’étant pas systématique, la 

découverte de séroconversion hCMV se fait souvent sur signes d’appel échographiques ou bien 

lors d’un dépistage chez une patiente présentant des facteurs de risque. Généralement les 

patientes sont donc incluses dans « Neuroplex » au moment du diagnostic, en fin de premier 

trimestre ou en cours de deuxième trimestre de grossesse. Dès leur inclusion, nous conservons 

un échantillon de sang maternel, ainsi que du liquide amniotique si une amniocentèse est prévue 

dans le cadre du soin. Si la patiente nécessite dans la cadre de son parcours de soins de grossesse 

habituel des prélèvements sanguins supplémentaires, nous conservons un aliquot à visée de 

recherche. Lors de l’accouchement, que cela soit un accouchement par voie basse ou une 

césarienne, une naissance vivante, une mort fœtale ou une interruption médicale de grossesse, 
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les sages-femmes et gynéco-obstétricien.ne.s présent.e.s collectent des morceaux de placenta 

ainsi que du sang de cordon fœtal. Les échantillons sont ensuite immédiatement traités avec 

une congélation à -80°C pour le placenta, et avec une centrifugation préalable pour les fluides 

(liquide amniotique, sang maternel et fœtal) afin de les dépléter en cellules et débris puis nous 

procédons à la congélation à -80°C.  

La difficulté principale de la constitution de cette biobanque est le risque de perte de 

vue ou de défaut de suivi des patientes. En effet, les cas diagnostiqués sont peu fréquents et le 

suivi sur plusieurs mois des patientes entre le terme de leur diagnostic et le terme de leur 

accouchement peut conduire à les perdre de vue, d’autant plus quand elles sont suivies dans 

plusieurs structures médicales simultanément. Ce projet n’aurait pas été possible sans 

l’implication toutes les équipes médicales et paramédicales collaboratrices qui ont adhéré à ce 

protocole de recherche, et ce même si la pandémie de SARS-CoV-2 a complexifié les parcours 

de soin dans les maternités. 

L’inclusion des patientes a débuté au premier trimestre 2020, avec une pause forcée au 

printemps 2020. En date du 17 novembre 2021, nous avons inclus 31 patientes en 

séroconversion ou réinfection hCMV en cours de grossesse. Sur ces 31 patientes, 3 sont en 

cours de grossesse et devraient accoucher à l’hiver 2021. Sur les 28 patientes restantes, nous 

disposons d’échantillonnage « complet » pour la moitié : c’est-à-dire sang maternel précoce, 

liquide amniotique, sang de cordon et placenta, et pour l’autre moitié d’échantillonnage 

« incomplet ». Toutefois, en fonction des questions biologiques posées, les échantillons 

provenant des patientes présentant un profil d’échantillonnage « incomplet » pourront bien sûr 

être intégrés aux analyses. Concernant l’inclusion des cas contrôles, nous attendons d’avoir le 

profil des patientes « cas » afin de pouvoir apparier au plus juste en fonction des termes, des 

pathologies associées et des types de prélèvement la sélection des cas « contrôles ». 

A titre d’exemple, les données présentées dans la dernière partie de l’article « Le 

Cytomégalovirus humain modifie la sécrétion et la composition des petites vésicules 

extracellulaires trophoblastiques, favorisant ainsi l’infection des cellules fœtales receveuses » 

concernant le potentiel pro-viral des sEV amniotiques ont été comparées à des sEV de liquide 

amniotique provenant d’une patiente hors contexte infectieux et métabolique à un terme proche 

de celui des cas. Cet appariement s’est fait a posteriori, de fait de l’impossibilité de prévoir 

l’évolution de la suite de la grossesse des « cas ». 
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Intérêts et perspectives de la collection biologique Neuroplex :  

L’objectif principal de la collection biologique « Neuroplex » est d’avoir accès à des 

échantillons humains de couple mère-fœtus présentant une infection congénitale afin d’en 

étudier les sEV à visée de développement d’un biomarqueur. 

L’intérêt d’avoir mis en place un biobanking prospectif est double : d’une part avoir 

accès à des échantillons humains précieux à des temps précoces de la grossesse et d’autre part 

permettre un traitement des échantillons spécifique pour une étude ultérieure des sEV, ce qui 

n’est pas fréquemment le cas dans les centres de ressources biologiques. Pour chaque couple 

mère-fœtus/nouveau-né nous récoltons également des données cliniques, en portant un soin 

particulier aux co-infections potentielles, aux maladies associées et aux lésions placentaires 

et/ou cérébrales présentes (Annexe 1).  

A terme, la corrélation des données biologiques et des données cliniques nous permettra 

de regrouper les patientes entre trois catégories : séroconversion hCMV et atteintes 

fœtales/néonatales légères, séroconversion hCMV et atteintes fœtales/néonatales sévères et 

enfin groupe contrôle sans séroconversion hCMV en cours de grossesse. Au sein de ces trois 

groupes, l’objectif est de purifier les sEV et, en fonction des résultats de séquençage des miARN 

obtenus dans les sEV issues des modèles d’HIPEC et d’explants placentaires, rechercher 

spécifiquement des modifications d’expression de certains miR candidats du cluster C19MC 

(Cf Partie résultats I.2, expérimentations en cours).  

Par ailleurs, l’accès à des échantillons humains permet d’augmenter la portée de nos 

résultats obtenus in vitro, en validant les effets observés avec des sEV issues de prélèvements 

de patientes présentant de vraies infections en cours de grossesse à hCMV comme décrit dans 

l’article présenté en première partie des résultats. 

La mise en place de projet de biobanking comme « Neuroplex » nécessite de 

l’anticipation ainsi que des liens forts avec la clinique. Le faible nombre de cas ainsi que le 

nécessité de suivre les patientes tout au long de leur grossesse complexifie le suivi, mais permet 

à terme de disposer d’échantillons humains précieux, essentiels pour valider les résultats 

obtenus sur des modèles de laboratoire réductionnistes. 
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES 

 

Les connaissances sur les EV placentaires restent partielles et leurs effets biologiques 

mal compris d’un point de vue mécanistique (Sadovsky et al., 2020). Notre travail de recherche 

a visé à comprendre les implications des sEV placentaires au cours des infections congénitales. 

Nous avons en parallèle développé deux projets de recherche : d’une part une étude des 

mécanismes impliqués dans l’infection congénitale par le hCMV, notamment concernant la 

contribution des sEV placentaires, et d’autre part l’analyse de ces sEV placentaires comme 

biomarqueurs potentiels. En effet, nos objectifs de recherche à moyen et long terme sont d’une 

part de mieux appréhender les sEV placentaires comme médiateurs biologiques, mais 

également de potentiellement développer à partir de ces sEV des biomarqueurs non invasifs de 

suivi des grossesses hCMV positives, comme cela a été proposé pour d’autres pathologies de 

la grossesse (Salomon et al., 2017). Ce travail de thèse a permis d’apporter un niveau de 

compréhension plus fin, notamment concernant l’impact des sEV placentaires sur la 

participation aux lésions fœtales au cours de l’infection congénitale par le hCMV via leur effet 

pro-viral. Malgré ces connaissances nouvelles, il demeure de nombreuses zones d’ombre, tant 

dans le domaine de l’analyse des sEV placentaires que dans l’étude de leurs impacts potentiels 

au cours de l’infection congénitale par le hCMV. Ces inconnues offrent de multiples axes de 

recherche, de nombreux développements technologiques possibles ainsi que des potentielles 

études précliniques assez excitantes. 

 

- Comment les sEV trophoblastiques exercent leur rôle pro-viral au cours de l’infection 

par le hCMV ? 

Les sEV issues d’une cellule trophoblastique infectée par le hCMV présentent une 

composition modifiée : elles ont été chargées avec des molécules provenant de leur cellule 

d’origine dont le métabolisme a été détourné par le virus. Elles peuvent donc contenir à la fois 

des médiateurs d’origine virale ou bien d’origine cellulaire qui vont exercer des effets 

biologiques à distance notamment dans les cellules fœtales. Dans le cadre de l’étude 

protéomique réalisée sur les sEV d’HIPEC infectées ou non par le hCMV, nous avons montré 

que les sEV présentent en conditions d’infection un profil protéique modifié, potentiellement 

pro-viral et nous avons confirmé expérimentalement cet effet pro-viral sur différents types 

cellulaires (Cf. article « Le Cytomégalovirus humain modifie la sécrétion et la composition des 
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petites vésicules extracellulaires trophoblastiques, favorisant ainsi l’infection des cellules 

fœtales receveuses »). 

Tout d’abord, la transmission par les sEV à des cellules receveuses de la protéine 

cellulaire Thy1, surexprimée dans les sEV en condition infectée, pourrait favoriser l’entrée du 

hCMV dans ces cellules receveuses. En effet, Li et al. ont décrit que Thy1 joue un rôle dans le 

processus d’entrée virale médié par la macropinocytose (Q. Li et al., 2016). Par ailleurs, en 

analysant les voies liées aux protéines cellulaires sur ou sous-exprimées en condition 

d’infection dans les sEV trophoblastiques, la voie la plus fortement modifiée est celle de 

l’autophagie, présentant un schéma théorique d’activation. Les sEV issues de cellules 

trophoblastiques pourraient donc “mimer” cet effet très précoce d’activation de l’autophagie 

retrouvée dans les étapes immédiates du cycle viral naturel (Chaumorcel et al., 2012). Cet effet 

d’activation très précoce de l’autophagie pourrait favoriser l’infection ultérieure dans les 

cellules receveuses. 

D’autre part, les sEV issues d’HIPEC infectées par le hCMV à des temps précoces sont 

chargées avec 31 protéines virales, impliquées au cours du cycle naturel viral dans des 

mécanismes variés : transcription virale, évasion immunitaire, quiescence, structure… On 

retrouve notamment certaines protéines du tégument qui ont vocation à être relarguées dès la 

fusion virale afin d’exercer des effets immédiats aux étapes très précoces de l’infection. Par 

exemple, nous avons observé que les sEV trophoblastiques sont chargées avec les protéines 

pp65 et pp71, impliquées dans l’évasion immunitaire et la facilitation de la transcription virale 

très précoce (Kalejta, 2008). On y retrouve également IE1 et IE2, essentielles aux temps 

précoces de l’infection pour la transcription virale notamment (Kalejta, 2008; Paulus & Nevels, 

2009). Ainsi, ce cargo protéique cellulaire et viral chargé dans les sEV trophoblastiques pourrait 

expliquer en partie l’effet pro-viral que nous avons observé dans des cellules fœtales naïves. En 

2020, Streck et al. ont également montré un effet pro-viral des sEV issues de fibroblastes 

infectés par le hCMV sur des cellules naïves. Les auteurs ont spécifiquement examiné la 

présence de 5 protéines virales dans les sEV issues de cellules infectées (gB, gH, pp71, UL85 

et MCP). Sur ces 5 protéines, 4 sont des protéines structurales. Les auteurs ont attribué à la 

présence de ces protéines l’effet proviral qu’ils ont observé (Streck et al., 2020). Dans notre 

étude protéomique nous avons réalisé une description de toutes les protéines virales identifiées : 

nous avons retrouvé les protéines gB, gH, pp71 et MCP mais pas la protéine de capside codée 

par UL85. Par comparaison avec l’étude de Streck et al. nous avons grâce à notre étude 

protéomique une vue plus globale des protéines virales présentes dans les sEV, et pas seulement 
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concernant les protéines de structure ou d’enveloppe fréquemment utilisées pour monitorer la 

présence de virus. Par ailleurs, l’utilisation de modèles cellulaires (fibroblastes V.S 

trophoblastes) et de souches virales (VH/LE V.S AD169) différents pourrait expliquer certaines 

des variations retrouvées au cours de la comparaison des résultats de ces deux études. De même, 

le délai entre l’infection et l’analyse des sEV pourrait expliquer certaines différences dans les 

profils de composition des sEV. Récemment Turner et al. ont en effet analysé la composition 

de sEV issues de fibroblastes 5 jours après infection par le hCMV qui comportaient des facteurs 

favorisant l’évasion immunitaire, ce qui n’est pas retrouvé précocement dans l’étude de Streck 

et al. (Streck et al., 2020; Turner et al., 2020).   

En addition des médiateurs protéiques, des miARN peuvent également être présents 

dans les sEV, notre équipe est actuellement en attente de l’analyse des résultats de séquençage 

des miARN présents dans les sEV d’HIPEC infectées ou non par le hCMV. Les sEV peuvent 

en effet délivrer à distance des ARN, dont des miARN, qui peuvent moduler la biologie des 

cellules réceptrices (O’Brien et al., 2020). Le placenta secrète notamment des sEV contenant 

des miARN du cluster C19MC qui exercent en conditions physiologiques un rôle antiviral 

(Ouyang et al., 2016a, 2021). Par exemple, au niveau placentaire, le miARN-517a-3p du 

C19MC exerce spécifiquement un effet antiviral anti hCMV (Hamilton et al., 2021). Au niveau 

des miARN retrouvés dans les sEV de cellules trophoblastiques infectées par le hCMV, nous 

pourrions retrouver une baisse de certains miARN cellulaires antiviraux, une augmentation de 

certains miARN qui pourraient expliquer l’effet proviral (d’origine cellulaire ou virale). Les 

effets de ces miARN seront par la suite analysés individuellement, tant sur le niveau de 

facilitation de l’infection que sur la biologie des cellules souches neurales. 

 

- Par quel(s) mécanisme(s) le hCMV modifie-t-il la sécrétion et la composition des sEV 

trophoblastiques et placentaires ?  

L’infection par le hCMV modifie la sécrétion des sEV dans les cellules trophoblastiques 

de manière similaire à ce qui a été observé récemment par Sterck et al. dans des fibroblastes : 

les sEV sont plus nombreuses et présentent une plus petite taille relative (Streck et al., 2020). 

L’impact de l’infection par le hCMV sur la sécrétion des sEV pourrait s’expliquer, au 

moins en partie, par les effets du virus sur le processus d’autophagie. Nous avons vu, au cours 

de notre étude protéomique, que la voie la plus significativement modifiée dans les sEV 

trophoblastiques au cours d’une infection par le hCMV était le terme « autophagie » avec un 
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profil global d’activation des processus de l’autophagie (analyse IPA). Comme décrit dans la 

littérature, le hCMV active l’autophagie aux temps très précoces de l’infection et inhibe 

l’autophagie aux temps plus tardifs avec notamment un effet d’optimisation de la production 

virale (Chaumorcel et al., 2012; Mouna et al., 2016; Taisne et al., 2019). Cette activation 

potentielle de l’autophagie médiée par les sEV trophoblastiques dans des cellules naïves 

pourrait renforcer l’activation de l’autophagie retrouvée précocement au cours d’un cycle viral 

classique et participer à l’effet pro-viral observé. Par ailleurs, les mécanismes plus tardifs 

d’inhibition de l’autophagie, médiés notamment par les protéines virales TRS1 et IRS1, 

pourraient avoir un impact sur les mécanismes de production et de sécrétion des sEV. En effet, 

les voies de biogénèse et de sécrétion des sEV et le processus d’autophagie partagent un certain 

nombre de médiateurs communs et de voies de signalisation (Fader et al., 2008; Salimi et al., 

2020). 

Afin d’analyser cette hypothèse, nous pourrions induire l’expression des protéines 

virales TRS1 ou IRS1 via des plasmides dans un modèle de cellules trophoblastiques ou 

fibroblastiques afin d’analyser en suivant les sEV, à la fois en termes de taux de production, de 

structure et de composition. 

Le changement de composition des sEV trophoblastiques et placentaires au cours d’une 

infection hCMV, avec notamment des changements de charge en protéines virales et cellulaires, 

pourrait s’expliquer par une récupération non spécifique du contenu protéique cytoplasmique 

ou bien par un chargement spécifique de certaines molécules dans les sEV. Il serait donc 

intéressant de pouvoir monitorer la quantité ainsi que la distribution de ces protéines au sein 

des cellules sécrétrices. 

Comme décrit dans la partie résultats I.2 / expérimentations en cours /, nous nous 

sommes également intéressées à la composition en miARN des sEV au cours de l’infection par 

le hCMV, ces résultats sont actuellement en cours d’analyse. S’il existe un profil d’expression 

différent entre les sEV issues de cellules trophoblastiques infectées ou non par le hCMV, cela 

pourrait nous éclairer sur les voies potentiellement modifiées par le hCMV dans les 

trophoblastes. Par ailleurs, nous avons réalisé des expériences préliminaires visant à caractériser 

la composition en lipides des sEV trophoblastiques, en condition infectée ou non. L’objectif 

était d’obtenir une cartographie de la composition en lipides qui pourrait expliquer certains des 

effets biologiques des sEV (notamment concernant les lipides pro-inflammatoires). Bien que 

nous ayons identifié des lipides au cours de cette analyse lipidomique, les seuils de détection 

étaient assez bas et ces limitations techniques ne permettaient pas d’analyser les modulations 
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retrouvées comme étant significatives. Il serait intéressant de poursuivre cette caractérisation, 

en collaboration avec des spécialistes des lipides, afin d’obtenir une description exhaustive du 

contenu des sEV et ainsi avoir une vue d’ensemble des molécules potentiellement impliquées 

dans la régulation des effets pro et antiviraux des sEV placentaires. 

 

- Au cours d’une infection congénitale à hCMV, est-ce que les sEV trophoblastiques, 

placentaires et amniotiques, en addition de leur effet pro-viral, pourraient exercer 

d’autres rôles sur les cellules souches neurales ? 

Des travaux antérieurs de l’équipe, auxquels j’ai participé en Master 2, ont montré que 

l’infection des cellules souches neurales par le hCMV inhibe la neuronogénèse via une 

activation de PPARγ et diminue le potentiel de migration des NSC via la surexpression de LIS1 

(Rolland et al., 2016, 2021). Nous avons montré que les sEV 

trophoblastiques/placentaires/amniotiques jouent un rôle pro-viral dans les cellules souches 

neurales pour une future infection par le hCMV. Un axe intéressant d’étude qui sera abordée 

par mon équipe après mon départ consiste en l’étude des effets de ces sEV sur la biologie des 

cellules souches neurales, particulièrement sur leur capacité de prolifération, leur potentiel de 

différenciation ainsi que leurs capacités migratoires. Les méthodes à mettre en œuvre sont 

maitrisées au sein de l’équipe pour répondre à ces questions : induction spécifique de la 

différenciation des NSC en neurones ou en astrocytes et tests de migration de type « ORIS » 

(Rolland et al., 2016, 2021) Par ailleurs, en fonction des résultats du séquençage des miARN 

présents dans les sEV trophoblastiques, nous pourront analyser spécifiquement l’effet d’une 

surexpression des miARN viraux ou cellulaires les plus fortement surexprimés sur la fonction 

des NSC. Si les sEV issues de placentas infectés par le hCMV modulent la biologie des NSC, 

cela pourrait apporter un nouvel élément de compréhension des causes des lésions cérébrales 

liées à l’infection congénitale par le hCMV. 

 

- Quels sont les apports des modèles de placenta ex vivo dans l’étude des sEV au cours 

de pathologies infectieuses ?  

Le passage de modèles cellulaires à des modèles tissulaires, issus de patientes et cultivés 

ex vivo, présente plusieurs avantages en termes de relevance physiopathologique. Tout d’abord, 

les histocultures permettent d’observer la réponse de l’organe (ou d’une portion de l’organe), 
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et donc des différents types cellulaires qui le composent. Par ailleurs, l’usage d’un modèle ex 

vivo permet d’analyser des réponses propres à des individus, avec une variabilité inter-

individuelle importante, et plus seulement des réplicats techniques : les effets observés, s’ils 

sont significatifs, sont donc plus représentatifs de la relevance biologique. Concernant la 

grossesse, le placenta est un organe évolutif, et de nombreuses pathologies gravidiques débutent 

très précocement dès le premier trimestre. A la différence des modèles de placenta mis en 

culture ex vivo après un accouchement à terme, notre modèle de placentas précoces permet de 

se placer à une période pertinente pour l’étude des effets de l’infection par le hCMV (plus 

l’infection congénitale est précoce, plus les lésions seront importantes). Par ailleurs, la durée de 

culture de certains explants permet d’observer l’impact de processus biologiques longs en 

dehors de phases actives (Bergamelli et al., 2021; Fitzgerald et al., 2018) alors que l’analyse 

des sEV produites sur un temps court ne permet pas une vision aussi globale. L’infection 

congénitale par le hCMV est un processus dynamique et évolutif : l’infection de cellules 

placentaires induit la production de néo-virions qui vont infecter d’autres cellules, qui vont 

servir d’hôte au virus pour la réalisation de son cycle réplicatif, ce processus qui se déroule sur 

plusieurs semaines conduit le fœtus à être au contact du virus de manière prolongée. On ne peut 

donc pas appliquer de système de culture ex vivo court aux processus infectieux qui nécessitent 

un temps d’infection long (Kandzija et al., 2019). On n’observe pas en effet une synchronisation 

des cycles viraux avec des points à 24h, 48h et 72h post infection, comme on peut le retrouver 

avec des modèles cellulaires (Q. Li et al., 2016; Streck et al., 2020). De plus, notre modèle de 

culture d’explants ex vivo sur une longue période est très adapté aux études de tous les facteurs 

pouvant impacter le fonctionnement placentaire au premier trimestre, que cela soit en termes 

de sécrétion d’EV ou d’autres médiateurs placentaires. Des thématiques malheureusement 

d’actualité comme l’impact sur la grossesse des polluants ou de certains perturbateurs 

endocriniens pourraient bénéficier de ce modèle d’histocultures placentaires afin d’évaluer leur 

impact au plus près des conditions physiopathologiques. En conclusion, les modèles 

placentaires cellulaires et histologiques sont complémentaires, et la combinaison des deux 

permet de combiner reproductibilité et relevance clinique. 

 

- Peut-on comparer les résultats obtenus sur les sEV issues de cellules trophoblastiques 

et d’histocultures placentaires ?  

Dans le cadre de ce travail de thèse, nous avons étudié au cours d’une infection par le 

hCMV les sEV produites par des cellules trophoblastiques et par des explants placentaires de 
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premier trimestre. La sécrétion des sEV est augmentée lors de l’infection des cellules 

trophoblastiques mais cette augmentation n’est pas retrouvée dans la sécrétion des sEV par les 

histocultures placentaires. Concernant les protéines de ces sEV, notre étude reste limitée pour 

les sEV placentaires à l’expression de marqueurs de surface. Il ne semble pas y avoir de 

corrélation entre les protéines surexprimées dans les sEV au cours de l’infection des HIPEC 

avec les marqueurs de surface surexprimés sur les sEV de placentas infectés par le hCMV. 

Toutefois les deux techniques ayant permis de mettre en évidence ces résultats (protéomique et 

Macsplex caractérisation FACS) ne sont pas similaires. Nous avons réalisé un test Macsplex 

sur les deux types de sEV et les résultats ne concordent pas en totalité. Les différences 

retrouvées au cours de la comparaison de ces deux modèles pourraient s’expliquer par deux 

facteurs : tout d’abord le taux d’infection dans les explants placentaires est plus faible que dans 

les HIPEC, par ailleurs, on retrouve certainement un mécanisme de dilution des sEV issues des 

explants placentaires (différents types cellulaires présents qui sécrètent chacun des sEV). Afin 

de pouvoir comparer précisément la composition protéique de ces deux types de vésicules il 

serait nécessaire de réaliser une étude protéomique sur les sEV issues de placenta cultivés ex 

vivo, même si le taux d’infection plus faible retrouvé dans les explants pourrait limiter les 

conclusions de cette analyse comparative.  

 

- Quel est le devenir la collection biologique « Neuroplex » ? Quels sont les marqueurs 

candidats pour le développement des biomarqueurs pronostiques de suivi des grossesses 

hCMV positives dans les sEV ? 

 

Le projet de biobanking Neuroplex vise à avoir accès à des prélèvements (sang maternel 

et fœtal, liquide amniotique et placenta) de couples mère-fœtus présentant une séroconversion 

hCMV en cours de grossesse. Les objectifs sont d’une part de disposer d’échantillons humains 

afin de valider nos résultats obtenus in vitro, et d’autre part de mettre en évidence des potentiels 

biomarqueurs pronostiques des lésions fœtales et néonatales de l’infection congénitale par le 

hCMV. 

Concernant le premier objectif, l’accès à des prélèvements de liquide amniotique nous 

a permis de valider, sur un nombre réduit de patientes, que les sEV issues du liquide amniotique 

de patientes en séroconversion hCMV ou sans contexte infectieux n’exerçaient pas le même 

potentiel pro-viral sur des NSC. Cette validation sur échantillons humains est une vraie plus-

value en termes de significativité clinique. Nous avons fait l’hypothèse que l’effet pro-viral que 
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nous avons retrouvé était lié aux sEV d’origine placentaire présentes dans le liquide amniotique 

(Dixon et al., 2018). Nous pourrions envisager de réaliser un tri sur les sEV issues du liquide 

amniotique afin de sélectionner uniquement celles d’origine placentaire afin d’objectiver 

l’origine de l’effet proviral. Toutefois, le fœtus baigne dans le liquide amniotique au contact de 

nombreuses annexes fœtales (placenta, chorion, membranes amniotiques...) qui sécrètent toutes 

des sEV présentant de nombreuses caractéristiques similaires, ce qui risque de compliquer la 

purification d’un seul sous type. 

 Concernant le deuxième objectif du biobanking de mettre en évidence des 

biomarqueurs potentiels, l’inclusion des cas contrôles vas pouvoir débuter en appariant avec les 

cas hCMV afin d’obtenir 3 groupes (pas de séroconversion, séroconversion hCMV avec lésions 

modérées et séroconversion hCMV avec lésions importantes). Nous souhaitons analyser les 

miARN contenus dans les sEV plasmatiques des patientes de ces trois groupes afin de mettre 

en évidence des différences potentielles qui pourrait donc être indicatives a priori de certains 

types de lésions, notamment neurosensorielles. 

 

Dans ce contexte, les 46 miARN du cluster C19MC sont nos candidats préférentiels. Ils 

sont très fortement exprimés dans le placenta et exercent des rôles très variables, notamment 

antiviral (Hamilton et al., 2021; Malnou et al., 2019; Ouyang et al., 2021). Ces miARN circulent 

activement entre le versant maternel et fœtal (Chang et al., 2017). 

Le screening de miARN sélectionnés du cluster C19MC a permis la mise au point de 

potentiels pronostics précoces (au premier trimestre de grossesse) pour des maladies 

« métaboliques » et multifactorielles de la grossesse : l’hypertension gravidique, la pré-

éclampsie et le retard de croissance intra-utérin. Les auteurs ont noté que la valeur prédictive 

était plus importante en recherchant le niveau d’expression de ces miARN par PCR dans les 

sEV plasmatiques maternelles que dans le sérum total (Hromadnikova et al., 2019). Nous 

souhaitons développer à terme le même type d’étude concernant les miARN dans les sEV de 

patientes enceintes en séroconversion hCMV.  

 

La notion de pronostic est intimement liée à celle de prévention. En France, à la 

différence de nombreux autres pays, les interruptions médicales de grossesse sont légales en 

cas d’atteintes fœtales très sévères non traitables au moment du diagnostic. Ceci laisse la 

possibilité aux parents de choisir la possibilité qui leur semble la plus adaptée pour l’accueil de 

leur enfant. La possibilité d’atteintes neurosensorielles modérées liées à une infection 

congénitale par le hCMV ne conduit pas à une proposition d’IMG de la part des membres de 
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l’équipe de soin. Dans la cadre de l’infection congénitale par le hCMV, le développement d’un 

marqueur pronostic n’a donc pas vocation à favoriser les interruptions de grossesse, les IMG se 

décidant déjà sur des atteintes sévères en imagerie donnant un contexte d’évolution très 

défavorable. Par contre, ce potentiel marqueur pronostic, non invasif et précoce pourrait surtout 

conduire à un suivi plus poussé et si nécessaire la mise en place de traitements précoces en 

période néonatale ou dans la petite enfance permettant de limiter les séquelles sensorielles et 

donc le niveau de handicap des enfants.  

 

 

- Est-ce que les sEV pourraient jouer un rôle au cours du développement fœtal, non 

seulement en contexte de stress biologique lié à l’infection mais également dans le 

transfert trans-générationnel d’informations biologiques ?  

 

Les 1000 premiers jours d’un enfant, qui comprennent ses stades embryonnaires, sa vie 

fœtale et ses premières années de vie sont essentiels pour l’établissement d’une bonne santé 

physique et psychologique. La santé, au sens non seulement d’absence de maladie mais 

également d’état d’équilibre tout au long de la vie de l’individu, prend ses sources très 

précocement dès le début de la grossesse (Barker, 2004). Indépendamment de la thématique 

biologique étudiée au cours du développement et de la grossesse, il convient d’intégrer les 

conséquences potentielles sur la mère, l’enfant mais également sur la descendance. En effet, 

une femme enceinte portant un fœtus de sexe féminin porte également les gamètes qui 

permettront le développement de son petit-enfant. 

 

On considère souvent une infection comme une pathologie aigüe, or dans le cadre d’une 

infection congénitale l’embryon ou le fœtus baigne dans un cocktail de virus et de médiateurs 

modifiés par l’état de stress lié à l’état infectieux pendant une longue période. Le processus 

infectieux peut donc y être considéré comme un état de stress biologique chronique. Dans ce 

contexte, les sEV pourraient exercer un panel d’effets, y compris dans la transmission ou le 

maintien de cet état de stress biologique. En effet, la compréhension des impacts des sEV, 

notamment d’origine placentaire, sur le développement du fœtus reste parcellaire à part 

concernant quelques pathologies gravidiques bien décrites. Nous gagnerions à analyser et à 

comprendre les effets des sEV comme médiateurs essentiels de la communication 

maternofœtale en conditions physiologiques, ce qui pourrait nous apporter de nombreuses 
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données sur leur participation à des maladies de la grossesse ou à des défauts de développement 

embryonnaire ou fœtal. 

 

Récemment, Chan et al. ont montré dans un modèle murin que les sEV spermatiques 

produites par des mâles stressés induisaient dans la descendance des défauts de neuro-

développement et une sensibilité aux stress accrue. Cet effet trans-générationnel de transfert de 

stress, décrit dans d’autres modèles, a ici été induit strictement par la mise en contact de sEV 

épididymaires de mâles stressés avec les spermatozoïdes ayant par la suite été utilisés pour la 

fécondation (J. C. Chan et al., 2020). 

 

Sans tomber dans le déterminisme, les recherches actuelles en plein développement sur 

la transmission, l’empreinte parentale, le micro-chimérisme materno-fœtal et les effets trans-

générationnels, pourraient peut-être apporter un éclairage supplémentaire concernant certaines 

pathologies à l’étiologie mal connue. Les rôles des sEV, d’origine maternelle, paternelle, 

placentaire ou fœtale restent majoritairement méconnus mais elles pourraient jouer des rôles 

variés, tant dans le maintien d’un équilibre physiopathologique en cours de grossesse que dans 

la transmission d’informations entre générations. 
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ANNEXES 

1. Annexe 1 : Données cliniques « Neuroplex » 
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2. Annexe 2 : Note d’information pour les patientes « Neuroplex »  
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3. Annexe 3 : Prise en charge des patientes « Neuroplex » 
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4. Annexe 4 : Check-liste de l’accouchement « Neuroplex » 
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5. Annexe 5 : Article “Human cytomegalovirus infection is associated 

with increased expression of the lissencephaly gene PAFAH1B1 

encoding LIS1in neural stem cells and congenitally infected brains” 
 

Au cours de mon stage de Master 2 réalisé au sein de l’équipe « Pathogénèse des infections 

virales du système nerveux central adulte et en développement » au Centre de physiopathologie 

de Toulouse Purpan je me suis intéressée à l’impact de l’infection par le hCMV sur la biologie 

des cellules souches neurales. Plus précisément, j’ai poursuivi le travail du Dr. M Rolland qui 

avait pendant sa thèse étudié l’impact de l’infection par le hCMV sur l’expression de la protéine 

LIS1 et l’impact fonctionnel sur la biologie des NSC. Ce travail a donné lieu a une publication : 

“Human cytomegalovirus infection is associated with increased expression of the lissencephaly 

gene PAFAH1B1 encoding LIS1in neural stem cells and congenitally infected brains” publié 

le 24 mars 2021 dans Journal of Pathology. Ce travail m’a permis de me familiariser avec les 

techniques de culture de cellules souches et de microscopie qui ont été mises à profit au cours 

de ma thèse. 



187 
 

 



188 
 

  



189 
 

  



190 
 

  



191 
 

  



192 
 

  



193 
 

  



194 
 

  



195 
 

  



196 
 

  



197 
 

  



198 
 

6. Annexe 6 : Fresque / Ma thèse sur un mur  
 

En 2019, j’ai participé au projet de communication scientifique et artistique « Ma thèse sur 

un mur » soutenu par Campus France. Au cours de ce travail, j’ai exposé ma thématique de 

recherche à mon binôme le street artiste brésilien Heitor Corrêa qui en a réalisé une illustration 

imagée. Nous avons reçu le premier prix, et Heitor a donc peint son œuvre sous forme de fresque 

de 10 mètres de haut sur un mur de l’Université Toulouse-II-Jean-Jaurès. Au-delà de la 

sensibilité artistique propre à chacun, c’est un bel exemple de coopération interdisciplinaire à 

visée de partager des thématiques scientifiques au plus près du grand public. 
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