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Introduction

Les premieres observations de veésicules extracellulaires (VE) circulantes sont
rapportées il y a 50 ans environ. Wolf s’intéresse aux mécanismes de la coagulation et met
en évidence la présence de résidus issus des plaquettes, a l'effet pro-coagulant (Wolf,
1967). Pourtant ces éléments ont été considérés comme des résidus de la machinerie de
recyclage cellulaire. La libération de vésicules semblables est également décrite chez les
procaryotes dans les années 60 (Knox et al., 1966).

En 1983, Harding visualise le mécanisme de formation des plus petites vésicules, issues
des endosomes tardifs : la formation de ces vésicules passe par linvagination de la
membrane endosomale et la captation de composants cytosoliques a l'origine de corps
multi-vésiculaires (MVB) (Harding et al., 1983). Ces derniers fusionnent aprés maturation
avec la membrane plasmique et liberent des vésicules intraluminales intervenant dans le
recyclage des récepteurs a transferrine.

En 1987, Johnstone utilise le terme d’exosome, terme attribué aux vésicules d’'origine
endosomale, par opposition au processus d’endocytose. Les exosomes sont alors associés
aux vésicules intraluminales issues de la fusion membranaire des MVB (Johnstone et al.,
1987).

L’hypothése dans les années 90 est que ces vésicules pourraient avoir un réle
déterminant dans la communication intercellulaire, locale et systémique et de ce fait dans la
régulation de 'lhoméostasie des cellules mais aussi dans le développement de certaines
maladies (Johnstone, 1992). Cette hypothese confirmée notamment par Raposo en 1996
ouvrira le champ d’études des exosomes et des VE. En effet on montre que des exosomes
transportant des complexes majeurs d’histocompatibilité de type Il (CMH-II) interviennent
dans la réponse immunitaire et dans la communication entre cellules présentatrices
d’antigénes (CPA) et lymphocytes T (Raposo et al., 1996).

Par la suite, on a montré que la plupart des fluides biologiques (sérum, urine, salive, lait),
ou encore certaines cultures cellulaires peuvent étre a I'origine de vésicules circulantes
(Kowal et al., 2014; Raposo et Stoorvogel, 2013; Yafiez-M¢ et al., 2015). On retrouve par
ailleurs ce processus de formation vésiculaire chez certains unicellulaires (Aaronson et al.,
1971; Bazzan et al., 2021). Récemment I'existence des VE a méme été étudiée dans la
régulation du mécanisme d’interaction entre des plantes et leurs microbiotes
environnementaux (Rutter et Innes, 2018).

Ce mécanisme de communication intercellulaire est un processus conserve sur le plan
génétique. En effet il est décrit pour 'ensemble des domaines du vivant, procaryotes comme
eucaryotes (Deatherage et Cookson, 2012). Les VE sont des cibles de choix dans les
études scientifiques récentes du fait de leur implication potentielle sur de nombreux
processus. Si de nombreuses études s’intéressent déja a I'analyse et I'utilisation clinique
de ces vésicules en médecine humaine, les recherches passent souvent par un modéle
animal. La transposition des données acquises pour la médecine humaine aux affections
animales pourrait représenter un enjeu important dans le développement de nouvelles
méthodes de suivis biochimiques et d’applications thérapeutiques dans le monde
vétérinaire.
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Premiere partie : Biogenese des
exosomes et analyse compositionnelle

1. Les vésicules extracellulaires, une famille hétéroclite

L’étude des VE dans le monde scientifique est relativement récente (Figure 1). Face a
augmentation des références de la littérature concernant les vésicules extracellulaires, et
en I'absence de critéres de définition standardisés, un consensus d’experts s’est formé en
2011, regroupé sous le nom d’International Society for Extracellular Vesicles (ISEV), avec
pour but de définir des recommandations pour I'étude des VE. Des lignes directrices ont été
rédigées et sont régulierement détaillées afin d’établir des critéres de différenciation entre
les populations de vésicules (Minimal Information for the Study of Extracellular Vesicles :
MISEV). Le terme de VE est défini en rapport aux particules libérées de maniére
physiologique par une cellule, déterminées par une bicouche lipidique et qui ne peuvent se
répliquer, ne contenant donc pas de noyau fonctionnel.(Théry et al., 2018).

Figure 1 : Nombre de publications par an sur Pubmed entre 1946 et 2021 concernant
le terme de vésicules extracellulaires (d’aprés Bazzan et al., 2021)
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Malgré les recommandations récentes, et du fait d’'une importante variabilité rapportée
selon les études, c’est sur la base d’un regroupement de critéres que les scientifiques
s’appuient pour I'étude des VE (Doyle et Wang, 2019). On distingue communément les trois
catégories suivantes : exosomes, microvésicules et corps apoptotiques. Leurs
caractéristiques different, et par conséquent leurs devenirs dans la cellule aussi (Yafiez-
Mo et al., 2015).

On retrouve dans le Tableau 1 les principales caractéristiques des trois sous-groupes.
Ainsi la différenciation s’appuie a la fois sur des critéres physiques (taille, densité) mais
aussi biochimiques (contenu/marqueurs/perméabilité). On retrouve dans la littérature peu
de marqueurs spécifiques mais les VE présentent tout de méme des profils protéiques
différents (Jeppesen et al., 2019). On décrit des marqueurs communs, comme certaines
protéines membranaires (tétraspanines), et dautres plus spécifiques comme des
composants de la machinerie de biogenese (Tumor susceptibility gene 101 : TSG101, ALG-
2 interacting protein X : ALIX), ou encore la présence ou I'absence d’organelles (pour les
corps apoptotiques).

Tableau 1 : Caractéristiques des vésicules extracellulaires (Jadli et al., 2020; adapté
de Y. Zhang et al., 2019)

Caractéristique Exosome Corps apoptotiques Microvésicules
Taille Homogéne 30-100 nm Heétérogéne 1-5 um Hétérogéne 100-1000 nm

Membrane impermeable CDE3, Membrane perméable, annexine Membrane imperméable
Marqueurs CD9, CD81, LAMP1, TSG101, P : iembrane imper .

o V, ADN, Histones intégrines, sélectine, flottiline-2

ALIX, flottiline

Densité 1,13-1,19 g/mL 1,16-1,28 g/mL 1,25-1,30g/mL
. - . Composants cytosoliques dont . - .

Contenu Proteines, lipides, acides protéines, ARN, ADN Proteines, lipides, acides

nucléiques (ARN et ADN) nucléiques (ARN et ADN)

fragmenté, organelles
Debris cellulaires, fragmentation Bourgeonnement membranaire

Origine Fusion membranaire des MVB membranaire durant 'apoptose direct
Externalisation de la
Lipides/Propriete de  Assortiment de lipides issus de la Externalisation de la phosphatidylsérine, assortiment
membrane cellule parentale - Rafts lipidiques phosphatidylsérine dérivant de la cellule parentale,
rafts lipidiques
Relocalisation des
phospholipides sur la
Sécrétion Constitutive ou inductible Activité myosine-ATPasique,  membrane exteme,
kinase Rho réarrangements du
cytosquelette, courbure
membranaire

Microscopie électronique,
Western blot, spectrométrie de

Cytometrie de flux, microscopie

Méthodes de détection . . .
€lectronique, méthodes par

Cytométrie de flux, microscopie

(non exhaustif) électronique,

masse, capture
Méthodes d'isolement .U'"acem”f”ga.:t'op' it Ultracentrifugation (10 000/20  Pas de méthodes
(non exhaustif) Immunoprecipitation. KIts 000 x g) standardisées

commerciaux
ADN : Acide désoxyribonucléique ; ALIX : ALG-2 interacting protein ; ARN : Acide ribonucléique ; ATP : Adénosine tri-phosphate ; CD :
Cluster of differentiation ; LAMP 1 : Lysosomal associated membrane protein 1 ; MVB : Multivesicular bodies ; TSG101 : Tumor
susceptibility gene 101 ;

A. Les exosomes

Les exosomes sont des nano-veésicules, présentant une bicouche lipidique, mesurant de
30 & 100 nm dont la densité varie entre 1,13 et 1,19 g/ml. lls correspondent aux vésicules
intraluminales, formées par invagination de la membrane limitante des endosomes (Doyle
et Wang, 2019; Minciacchi et al., 2015). Les endosomes sont les compartiments
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intracellulaires, délimités par une bicouche lipidique, qui interviennent dans les processus
de tri des composants cytosoliques. Ils représentent un carrefour métabolique entre la voie
de synthése protéique d’une part (appareil de Golgi) et la voie de dégradation d’autre part
(lysosomes, membrane plasmique, protéasome). Les endosomes subissent une
maturation, et prennent la forme d’endosomes possédant des vésicules intraluminales,
aussi appelés MVB, puis sont sécrétés dans le milieu extracellulaire, libérant ainsi les
exosomes (Raposo et Stoorvogel, 2013; Yanez-Mo et al., 2015). Les MVB ont pour devenir
la fusion avec les lysosomes, c’est-a-dire le recyclage cellulaire ; ou alors la fusion
membranaire et la sécrétion des exosomes (Johnstone, 2005; Pan et al., 1985). La sécrétion
est a la fois constitutive et inductible par des stimuli spécifiques (Gyorgy et al., 2011).

On retrouve les exosomes de maniere ubiquitaire dans la majorité des cellules de
'organisme (Doyle et Wang, 2019; Jeppesen et al., 2019). On s’y réfere dans la littérature
selon différentes appellations ; par exemple a leur stade pré-sécrétoire, les vésicules
intraluminales. Les mécanismes se rapportant a leur biogenése et leur composition sont
décrits ci-dessous.

Les exosomes sont de taille inférieure a celle des corps apoptotiques. Cette différence
leur permet d’échapper plus longuement au systéme phagocytaire. Leur durée de circulation
est en conséquence plus longue, ils présentent une meilleure capacité en termes de support
de communication intercellulaire (Wu et al., 2021).

B. Les microvésicules

Les microvésicules sont représentées par une population hétérogene de vésicules. On
retrouve dans la littérature des appellations comme « ectosomes» ou encore
« microparticules » (Théry et al., 2018). Leur taille varie de 100 & 1000 nm pour une densité
de 1.25 a 1.3 g/ml (Mathieu et al., 2019; van Niel et al., 2018), avec des formes variables.
Elles ont été initialement caractérisees comme produits de plaquettes, de cellules
endothéliales et de cellules de la lignée sanguine (Lynch et Ludlam, 2007; Mause et Weber,
2010). De maniére comparable aux exosomes, les microveésicules contiennent nombre de
molécules actives biologiquement telles que des cytokines, des enzymes, des protéines de
la signalisation, des acides nucléiques, ou encore des facteurs de croissance (Jadli et al.,
2020; Sedgwick et D’Souza-Schorey, 2018).

La production est régulée spécifiqguement selon I'état de la cellule sécrétrice et son
environnement (Hessvik et Llorente, 2018; Yafiez-Mo et al., 2015). Cette production passe
par le bourgeonnement de la membrane plasmique, avec un remodelage et une
redistribution des lipides membranaires et notamment une extériorisation de la
phosphatidylsérine (Lynch et Ludlam, 2007). La régulation de la production des
microvésicules est sous contrble calcique, dont 'augmentation intracellulaire est a 'origine
de l'initiation du remodelage cellulaire (Jadli et al., 2020). La modification de la membrane,
en association avec le cytosquelette est a I'origine de I'évagination et donc de la formation
des microvésicules (Mause et Weber, 2010).

D’autres mécanismes entrent en compte dans leur formation, dont certains ont des
composantes communes avec les exosomes (tétraspanines, céramides, ESCRT)(van Niel
et al., 2018).

C. Les corps apoptotiques

D’une taille de 1 a 5 ym, ce sont les résidus des derniéeres étapes de I'apoptose et des
modifications morphologiques de la cellule dans le contexte de mort programmeée (Doyle et
Wang, 2019). On rapporte un gradient de densité de 1,18 a 1,28 g/ml. Cette famille regroupe
les VE les plus grandes issues de la membrane plasmique (Gyorgy et al., 2011).
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Un des critéres de différenciation de ces VE repose sur leur composition, qui varie
fortement selon la cellule d’origine et differe de celle des microvésicules et des exosomes.
On y retrouve notamment des organelles, de la chromatine et des protéines glycosylées
(Doyle et Wang, 2019). Par ailleurs, on retrouve des criteres similaires a certaines
microvésicules, dont notamment I'exposition sur le feuillet membranaire externe de
phosphatidylsérine (Gyorgy et al., 2011), la membrane des corps apoptotiques présente
toutefois une certaine perméabilité contrairement aux autres VE (Jadli et al., 2020).

Les corps apoptotiques entrent dans la régulation de fonctions spécifiques associées a
'apoptose, notamment le transfert d’'oncogénes (Bergsmedh et al., 2001), d’acides
désoxyribonucléiqgues (ADN)(Holmgren et al., 1999), 'immunosuppression (Savill et al.,
2002) et la communication intercellulaire (Orlando et al., 2006; Wickman et al., 2013).

Dans la réalité, la dichotomie entre les différentes VE n’est pas aussi franche, puisqu’il
semble exister des populations mixtes de microvésicules, notamment dans certaines
lignées de lymphocytes T (Booth et al., 2006). En effet, des VE ayant pour origine la
membrane plasmique sont porteuses de biomarqueurs généralement associés aux
exosomes (Cluster of differentiation : CD63, CD81), ce qui est en faveur d’'une variabilité
des mécanismes de formation des différentes VE. De plus, cette observation est aussi en
faveur d’'un partage des mécanismes d’appariement du contenu exosomal ou micro-
vésiculaire, ce qui rend parfois difficile la distinction entre les populations vésiculaires
(Colombo et al., 2014).

2. Composition des exosomes

La composition des exosomes dépend de la cellule parentale, mais aussi de son statut
physiologique a un instant donné (Boriachek et al., 2018). Il s’agit de vésicules composées
d’'une bicouche lipidique et d’un contenu disparate (Figure 2). On y retrouve nombre de
protéines, acides nucléiques et lipides, organisés dans le cytosol ou la membrane, avec des
orientations spécifiques.

A l'heure actuelle, des études s’intéressent au recensement de la diversité de
composition ou « cargo » exosomal. Deux bases de données Exocarta et Evpedia rapporte
pas moins de 41 860 protéines, 7540 acides ribonucléiques (ARN) et 1116 lipides sur la
base de 286 études portant sur les exosomes (Keerthikumar et al., 2016; Kim et al., 2013).
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Figure 2 : Représentation schématique de la composition d’'un exosome et des
fonctions associées aux composants vésiculaires (d’apres Jadli et al., 2020)
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A. Protéines

On retrouve de nombreuses protéines différentes (Tableau 2), dont les protéines de
transport membranaire et de fusion, mais aussi celles du cytosquelette, des protéines du
métabolisme, de signalisation ou encore de transport cellulaire (Ibrahim et Marban, 2016;
Vlassov et al., 2012). Les protéines les plus frequemment retrouvées sont les tétraspanines
(CD63, CD9, CD81, CD82), des glycoprotéines lysosomales (Lysosomal associated
membrane protein : LAMP-1 et 2B), des protéines de la biogenése des MVB (ALIX,
TSG101), des protéines de choc thermique (Heat shock protein : HSP60,70, 27, 90), des
CMH, ou encore des protéines de trafic cellulaire RAB (Ras-related protein) (Liu et Su,
2019).

Par ailleurs on y associe diverses enzymes dont les GTPases et des enzymes du
métabolisme (péroxydases, pyruvate kinase, kinases et énolase) (Mathivanan et al., 2012).
Toutes ces protéines ont pour origine cytosol, la membrane plasmique ou endosomale
(Boriachek et al., 2018). Certaines jouent un réle dans la biogenése des exosomes et se
retrouvent abondamment dans ces derniers. Elles peuvent donc servir de marqueurs pour
les identifier (TSG101, ALIX, CD63, CD81)(Y. Zhang et al., 2019).
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Tableau 2 : Composition protéique des exosomes et fonctions biologiques
associées (adapté de Y. Zhang et al., 2019)

Famille de protéines et description

Exemples

Tétraspanines

CD9,CD63,CD81,CD82,CD37,CD53

Protéines de choc thermique

HSP90,70,27,60

Adhésion cellulaire

Intégrines, lactadhérine, ICAM-1

Présentation antigénique

CMH-I et CMH-II

Biogénése corps multi-vésiculaires

TS5G101, ALIX, Vps, RAB

Transport membranaire

LAMP 1/2, CD12, régulateur PG-like

Signalisation

GTPase HRas, Protéines Ras, ERK, SHP2, inhibiteur de dissociation
du GDP, Synténine-1, protéines 14-3-3, RhoA

Composants du cytosquelette

Actines, Cofiline-1, Moésine, Myosine, Tubulines, Erzine,
Radixine, Vimentine

Synthése protéique et transcription

Histones(1,2,3), protéines ribosomiales, ubiquitine, MVP

Enzymes métaboliques

Acides gras synthase (FAS), Glycéraldéhyde-3-phophaste
déshydrogénase, Phophoglycérate kinase 1, phosphoglycérate
mutase 1, pyruvate kinases, ATP citrate lyase, ATPase, glucose-6-
phosphate isomérase, péroxirédoxine 1, asparte
aminotransférase, aldéhyde réductase

Trafic membranaire et fusion

RAB (5/7), annexines (I, II, IV, V, VI}, SNAP, dynamine syntaxine-3

Antiapoptotiques

ALILX, thiorédoxine, péroxidase

Facteurs de croissance et cytokines

TNF-a, récepteurs TNF et TGF-3

Recepteurs de mort programmée

Ligand Fas, ligand Tumor Necrosis Factor (TNF)

Transporteur de fer

Tfr

Alix : ALG-2 interacting protein ; CD : Cluster of Differentiation ; CMH : Complexe majeur d'histocompatibilité ; ERK:
Extracellular signal-regulated kinases ; HRas : Harvey rat sarcoma virus GTPase ; HSP : Heat Shock Protein ; ICAM ;
Intercellular adhesion molecule ; LAMP : Lysosome associated membrane protein ; MVP : Major vault protein; RAB:
Ras-related protein ; SHP : Src 2 homology 2 domain phosphatase ; SNAP : Soluble N-éthylmaleimide-sensitive-factor
Attachment protein ; Tfr : Transferrin receptor ; TGF : Transforming growth factor; TNF : Tumor necrosis factor ; T5G :
Tumor susceptibility gene 101 ; Vps : Vacuolar protein sorting-associated ;

B. Lipides

Les exosomes sont issus d’'un remaniement de la membrane plasmique endosomale, il
convient de s’interroger sur leur composition en lipides qui differe de la composition de la
membrane plasmique (Laulagnier et al., 2004). IIs jouent un réle dans le maintien de 'activité
biologique par régulation du contenu lipidique (Trajkovic et al., 2008). On retrouve du
cholestérol, des sphingolipides, des phosphoglycérides, des céramides et des acides gras
saturés (Théry et al., 2002). La membrane des exosomes est relativement rigide et stable,
ce qui expligue en partie leur durée de circulation plus importante dans les fluides
biologiques (Record et al., 2014).

Outre la composition membranaire, les lipides sont aussi associés a des fonctions
biologiques telles que le transport, la reconnaissance moléculaire ou I'internalisation (Subra
et al., 2010)(Tableau 3). On note par exemple la présence de prostaglandines ou de
leucotrienes, des molécules intervenant dans la réaction inflammatoire.

Enfin, une fois 'exosome délivré a la cellule cible, ses composants lipidiques peuvent
prendre part aux cascades moléculaires et favoriser des réactions métaboliques.
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Tableau 3 : Composition lipidique des exosomes et fonctions biologiques associées

(adapté de Y. Zhang et al., 2019)

Catégorie de lipide

Enzymes associées

Fonctions

LTA4, LTB4, LTC4
PGE2, 15d-PGJ2
PGE2

PA

AA, LPC

/
Céramides
Cholestérol
Phosphatidylsérine

Sphingomyéline

Hydrolase LT4, Synthase LTC4

COX-1, COX-2

PGE synthase
PLD2, DGK

cPLA2, iPLA2
sPLA2 lIA, sPLA2 V
nSMase 2

/

/

/

Ciblage de la migration leucocytaire
Immunosuppression, PPARy ligand
Inflammation

Accroit la production exosomale
Impliqué dans la courbure membranaire
Biosynthése des prostaglandines

Tri du cargo exosomal et courbure
Régulation de I'excrétion des exosomes
Impliqué dans le devenir exosomal
Cible de I'influx de calcium

AA : Arachidonic acid ; COX : Cyclooxygenases ; DGK : Diglyceride kinase ; LTA/B/C: Leukotriene ; LPC :
Lysophosphatidylcholine ; nSMASE2 : Neutral sphingomyelinase 2 ; MVB : Multivesicular bodies PA :
Phosphatidic acid ; PGE2/PGJ2 : Prostaglandins ; PLD2/A2 : Phospholipase D2/A2 avec cPLA2/iPLA2 : calcium
dependent/independant phospholipase A2 et sPLA2 lIA/V : secreted phospholipases IIA/V ; PPARY : peroxisome
proliferator-activated receptor gamma

C. Acides nucléiques

Les études portant sur les acides nucléiques sont nombreuses du fait de 'importance de
ces molécules, supports de l'information génétique. Il a été montré que les exosomes
transportent nombre d’ARN messagers (ARNm), de micro-ARN (ARNmi ou miR-), et autres

ARN non codants (ARNNc)(Boriachek et al., 2018; Colombo et al., 2013)(Figure 3).

Les ARNNc correspondent a 'ensemble des ARN issus de la transcription de 'ADN mais
gui ne seront pas traduits en protéines par la machinerie ribosomique. lls interviennent
toutefois & de nombreuses échelles dans la régulation de la synthese protéique et/ou de la
maturation des autres ARN. Parmi eux, on retrouve les ARNmi, les ARN ribosomiques
(ARNr), les ARN de transfert (ARNt), les petits ARN nucléaires (ARNsn), les petits ARN
nucléolaires (ARNsno), les longs brins d’ARN non codants (ARNInc), et des ARN
interagissant avec les protéines piwi (ARNpiwi).
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Figure 3 : Composition en acides nucléiques des exosomes (d’aprés Huang et al., 2013)
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ADN : Acide désoxyribonucléique ; ARNInc : ARN long non codant ; ARNmi : micro-ARN ; ARNr : ARN ribosomial ; ARNsn : petit ARN
nucléaire ; ARNsno : petit ARN nucléolaire ; ARNt: ARN de transfert ; CDS : séquence codante de I'ARN messager, partie codante de
géne composée d'exons ; UTR : Untranslated region, séquence non traduite ARN messager

Les analyses de séquences ARN rapportent une grande prévalence des ARNmi qui
représentent jusqu’a 42,3% des séquences lues et 76,2% des lectures cartographiables
(Huang et al., 2013). Les autres ARN comprennent de 'ARNr (9,2%), des ARNInc (3,4%),
de 'ARN piwi (1,3%), de 'ARNt (1.2%), des ARNsn (0.2%) et des ARNsno (Figure 3).
L’étude de Huang portant sur 593 ARNmi rapporte la présence de 5 ARNmi tres communs
(miR-99a-5p, miR-128, miR-124-3p, miR-22-3p, and miR-99b-5p) qui comptabilisent 49%
des séquences de ARNmi cartographiées.

L’observation d’une différence entre pool d’ARN exosomaux et pool d’ARN de la cellule
parentale est en faveur d’'une distribution sélective des ARN dans les exosomes (Skog et
al., 2008; Valadi et al., 2007). Tous ces ARN peuvent étre a l'origine de changements
phénotypiques de la cellule de destination, et donc participer au développement de maladies
(Mittelbrunn et al., 2011; J. Zhang et al., 2015).

Enfin, des controverses subsistent encore quant a la présence de brins d’ADN dans les

exosomes mais l'observation et la confirmation de la présence d’ADN a été réitérée
récemment (Spada et al., 2020).
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3. Biogenése des exosomes

La voie de formation la plus classique passe par une double invagination de la
membrane plasmique aboutissant a la formation des MVB, mécanisme piloté principalement
par le complexe Endosomal Sorting Complexes Required for Transport (ESCRT)(Hanson
et Cashikar, 2012).

A. Assortiment pré-vésiculaire

La premiéere étape de la biogenése repose sur une organisation du cargo pré-vésiculaire,
avant méme linitiation de la formation des vésicules. La nature du contenu des vésicules
est dépendante de la cellule dont elles sont issues (Kalra et al., 2016), mais est aussi
dépendante du statut physiologique ou pathologique de la cellule (Minciacchi et al., 2015).
La disponibilité des molécules régule également la détermination du cargo exosomal, et
lintégration des exosomes dans les différentes fonctions métaboliques. Certaines
molécules favorisent directement la formation des MVB : par exemple, une surexpression
du CMH-II est a l'origine d’'une promotion de la production des MVB et du relargage de VE
(Buschow et al., 2009).

Les exosomes étant issus de la maturation des endosomes, leur contenu a souvent pour
origine I'appareil de Golgi ou la membrane plasmique (Klumperman et Raposo, 2014). Les
molécules préférentiellement destinées au recyclage se retrouvent donc dans les exosomes
si la régulation de la machinerie lysosomale est altérée, comme c’est le cas des récepteurs
a transferrine dans les réticulocytes (Vidal et al., 1997). De fait toute modification des
mécanismes impliqués dans la voie endosomale peut potentiellement impacter 'adressage
du contenu exosomal. Selon ce principe, la synténine, agissant a la fois sur le recyclage
(Zimmermann et al., 2005) et dans le processus de tri du syndécane vers les MVB (Baietti
et al., 2012) est un candidat a la régulation du tri du contenu en amont.

Les différences de biogenese entre microveésicules et exosomes se retrouvent dans la
complexité des étapes nécessaires a leur formation. Les processus de tri du cargo se
déroulent a proximité de microdomaines de la membrane plasmique (Figure 4).

B. Voies ESCRT dépendantes

La biogenése exosomale comme micro-vésiculaire passe par trois phases: une
premiere phase de ségrégation du cargo et de concentration a proximité des domaines
membranaires (1), suivie d’'une étape de tri et de fixation des différents composants (2) et
enfin une phase de formation des vésicules (3).
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Figure 4 : Biogenese des vésicules extracellulaires (d’aprés van Niel et al., 2018)
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a. Complexe ESCRT

L’implication de la machinerie ESCRT dans le bourgeonnement et la scission de la
membrane endosomale est une découverte relativement récente (Hurley, 2008).

Il s’agit d’'un complexe protéique formé de quatre sous-unités ESCRT-0 , I, II, lll, qui
fonctionnent en coopération pour faciliter la formation des MVB, le bourgeonnement
vésiculaire et le tri des protéines intraluminales (Henne et al., 2011; Hurley, 2015). Les sous-
unités ESCRT-0 et ESCRT | regroupent le cargo transmembranaire ubiquitylé sur des
microdomaines de la membrane des MVB. lls recrutent, par l'intermédiaire ’'ESCRT-II, le
complexe ESCRT-IIl, a l'origine de l'invagination et de la fission des microdomaines.
L’action du complexe ESCRT repose en grande partie sur I'état d’ubiquitination des
molécules (Moreno-Gonzalo et al., 2018).

L’ubiquitine est un polypeptide de 76 acides aminés dédié au marquage des protéines
destinées a la dégradation par le protéasome (Kravtsova-lvantsiv et Ciechanover, 2012).
Cependant on rapporte la présence de nombreuses protéines ubiquitylées dans les
exosomes (Huebner et al., 2016). Cette observation paradoxale repose sur un systeme de
codage de l'ubiquitine (Moreno-Gonzalo et al., 2018). Elle posséde sept groupements
lysines en position 6, 11, 27, 29, 33, 48 et 63, qui peuvent servir de base pour une
association en une chaine, formant un polymere homo- ou hétérotypique, selon la position
de la liaison (Figure 5). La dénomination des polyméres se fera selon la position du
groupement lysine (K) de fixation.
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Figure 5 : Modéle de polymérisation des chaines d’ubiquitine (d’aprés lkeda et Dikic, 2008)
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Ainsi certaines chaines sont plus souvent associées aux exosomes (K63) alors que
d’autres sont plutot associées a la dégradation par le protéasome (K48). La polymérisation
des chaines d’ubiquitines serait a l'origine d’une hétérogénéité structurelle et donc d’'une
variabilité des propriétés associées a l'ubiquitine.

De plus, il apparait que la dé-ubiquitination des protéines est une étape importante pour
l'incorporation de certaines protéines dans les exosomes, puisque l'unité ESCRT-III est
capable de recruter des protéines déubiquitinases. En effet le silencing de ces protéines
(c’est-a-dire la désactivation du gene codant la protéine) est associé a une augmentation
de la dégradation par voie lysosomale (McCullough et al., 2006; Row et al., 2006).

Le systéme de marquage lié a I'ubiquitine est complexe et la compréhension du codage
des chaines d’ubiquitines et de leurs fonctions associées permettra de mieux assimiler son
réle dans I'importation des protéines exosomales.

Différentes études se sont appliquées a démontrer I'action des composants de la
machinerie ESCRT dans les mécanismes de biogenése.

Ainsi Tamai et son équipe ont montré que la protéine HRS, sous-unité de ESCRTO, est
nécessaire dans la formation des exosomes et leur sécrétion. Les cellules dendritiques
appauvries en HRS présentent une sécrétion exosomale diminuée, ainsi qu’une activité
présentatrice d’antigene réduite (Tamai et al., 2010). ESCRT-0 possede des domaines de
liaison a l'ubiquitine, ce qui lui permet de trier les protéines ubiquitylées dans les MVB (Ren
et Hurley, 2010). Par ailleurs cette sous-unité agit en interaction avec la clathrine (Henne et
al., 2011). La sous-unité HRS entraine le recrutement de ESCRT-I par intéraction avec sa
sous-unité TSG101. ESCRT-I avec ESCRT-II vont ensuite activer le complexe ESCRT-III.
La sous-unité CHMP4 de ESCRT-Ill permet 'assemblage oligomérique qui promeut le
bourgeonnement endosomal. Par ailleurs CHMP4 intervient dans le recruitement de ALIX,
ce qui permet de stabiliser 'ensemble du complexe. Une fois la scission effectuée, ESCRT-
[l nécessite I'action de I'ATPase Vps4 pour se dissocier de la membrane (Henne et al.,
2011; Villarroya-Beltri et al., 2014).

Un criblage par ARN interférant (ARNi) ciblant de nombreux composants de la
machinerie ESCRT a permis de révéler ces différents roles parmi les membres du
complexe. Leur inactivation affecte l'efficacité de la sécrétion ou la composition des
vesicules. Les différentes sous-unités peuvent agir de maniére sélective sur les MVB
destinés a I'exocytose (Colombo et al., 2013).

Toutefois, les expériences s’appuyant sur le silencing de génes du complexe ESCRT
ont permis de mettre en évidence que d’autres procédés entrent en compte dans la
biogenése exosomale (Stuffers et al., 2009).

Page 21



b. Synténine/syndécane et ALIX

Des interactions existent entre la voie de formation classique ESCRT et d’autres
protéines accesoires telles que la synténine ou la protéine ALIX, qui relient les cargo et la
sous-unité de ESCRT-III (Baietti et al., 2012). En intéraction avec d’autres protéines du
complexe ESCRT (TSG101 et CHMP4), ALIX participe au bourgeonnement et a la scission
de la membrane endosomale ainsi qu'a la sélection du cargo en corrélation avec le
complexe syntenine/syndécane (Villarroya-Beltri et al., 2014).

Les syndécanes sont des protéines membranaires qui interagissent avec une protéine
cytosolique, la synténine, créant ainsi un complexe synténine-syndécane. Ce complexe est
ensuite en liaison avec ALIX et la tétraspanine CD63 grace a des domaines spécifiques
LYPXnL. On observe en effet par extinction des génes de la synténine, une réduction des
taux de protéines ALIX et CD63 et du nombre d’exosomes libérés (Baietti et al., 2012). Ce
mécanisme dépend par ailleurs de la présence de la GTPase ARF6 (Ghossoub et al., 2014).

c. Protéine SIMPLE

On rapporte une autre protéine impliquée dans la formation des exosomes. En étudiant
la maladie de Charcot, il a été montré que la surexpression de la protéine membranaire
associée au lysosome (SIMPLE) entraine une augmentation de la libération d’exosomes et
'accumulation de ALIX et CD63 (Zhu et al., 2013). De la méme maniére, I'inactivation du
gene codant pour cette protéine dans des fibroblastes de souris mutées montre une
diminution du nombre d’exosomes observeés.

d. Acidification des corps multi-vésiculaires

Une acidification progressive tout au long de la voie d’endocytose est nécessaire a la
dégradation et au recyclage des composants du cytosol (Scott et Gruenberg, 2011). Ainsi
une modification du pH des MVB pourrait réduire leur dégradation et augmenterait la
proportion d’exosomes libérés dans le milieu. Une expérience mimant cet effet en réduisant
activité d’'une enzyme transporteuse de protons a entrainé une réduction du recyclage
lysosomal (Guo et al., 2017). L’acidification des MVB pourrait donc impacter le recyclage et
favoriser la sécrétion d’exosomes.

C. Voies ESCRT indépendantes

La formation des exosomes peut aussi se faire par des voies ESCRT indépendantes.
Des études s’appuient sur la diminution des composants des quatre complexes ESCRT, ce
qui n’empéche pas la formation des MVB (Stuffers et al., 2009).

a. Céramides

Cette synthese passe par le recrutement de microdomaines lipidiques en radeau
participant a la séparation du cargo exosomal dans la membrane endosomale (Airola et
Hannun, 2013).

Elle requiert la formation de céramides, ce qui fait intervenir la neutral sphingomyelinase
type Il (hnSMASEII) permettant ainsi 'hydrolyse de la sphingomyéline en céramide (Trajkovic
et al., 2008). Les céramides permettent la formation de sous-domaines spécifiques, ce qui
imposerait une courbure spontanée de la membrane (Gofii et Alonso, 2009).

Par ailleurs, le céramide est métabolisé en sphingosine 1-phosphate, capable d’activer
son récepteur G inhibiteur associé, qui semble essentiel dans l'assortiment du cargo a
l'intérieur des MVB (Kajimoto et al., 2013). En effet la voie de signalisation induite par le
sphingosine-1-phosphate impacte fortement la production des MVB marqués CD63+. Ce
mécanisme souligne le réle clé des céramides et de leurs métabolites dans la biogenése
exosomale (Castro et al., 2014).
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b. Tétraspanines

Les microdomaines enrichis en tétraspanines sont retrouvés de maniere ubiquitaire dans
les cellules, et sont spécialisés dans la compartimentation des récepteurs membranaires et
des protéines de signalisation (Perez-Hernandez et al., 2013). De par leur disposition
transmembranaire ils forment mécaniquement des plateformes dynamiques avec les
composants cytosoliques, ce qui joue un role dans l'assortiment des microdomaines
(Charrin et al., 2014).

La tétraspanine CD63, particulierement enrichie a la surface des exosomes, est
impliquée dans le tri endosomal dans les mélanocytes (Theos et al., 2006; van Niel et al.,
2011) et dans la biogenése des exosomes fibroblastiques de patients atteints du syndrome
de Down (Gauthier et al., 2017).

De la méme maniere CD81, 82, et CD9 jouent un réle direct dans le tri de différentes
molécules a l'intérieur des exosomes (Buschow et al., 2009; Chairoungdua et al., 2010).

c. Modifications post-traductionnelles

Des modifications spécifigues comme la farnésylation de certaines protéines
entraineraient leur ségrégation dans les exosomes (Luhtala et al., 2017). La farnésylation
permet le couplage d’'un groupement farnésol (C1sH260) sur I'acide aminé cystéine d’une
protéine, cet ajout ayant pour particularité de rendre la protéine hydrophobe. Cette propriété
facilite notamment I'attache membranaire. De la méme maniere, de nombreuses autres
modifications post traductionnelles interviennent dans les mécanismes de formation des
exosomes (Moreno-Gonzalo et al., 2018).

Hormis les protéines, les VE transportent de nombreux acides nucléiques, dont des ARN
(Nolte-'t Hoen et al., 2012; Valadi et al., 2007) et des séquences ADN (Spada et al., 2020).
On a montré que les ARN sont triés differemment selon la présence de motifs spécifiques
(Villarroya-Beltri et al., 2013). On retrouve dans le Tableau 4 un ensemble de mécanismes
de tri associés aux motifs de nucléotides et aux ARN :

e Les complexes d’Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins (hnRNP)(J. Zhang et al.,
2015) reconnaissent des motifs appelés EXO-motifs qui permettent de fixer les ARN
et de les adresser aux MVB. On y retrouve notamment deux molécules, hnRNPA2B1
(Villarroya-Beltri et al., 2013) et SYNCRIP (Santangelo et al., 2016). Ces deux
protéines de la famille des hnRNP possedent plusieurs domaines de reconnaissance
de '’ARN différents, pouvant chacun fixer un ensemble d’ARNmi.

e Les séquences 3'UTR (régions non traduites terminales) de certains ARNm les
destinent au contenu exosomal (Batagov et Kurochkin, 2013)

e Le complexe miRNA-induced silencing agissant avec la protéine AGO2 (McKenzie
et al., 2016)

e Les protéines de liaisons a '’ARN, comme les protéines de volte majeures (Teng et
al., 2017) et la protéine Y box binding 1 (Shurtleff et al., 2016).

e Les protéines membranaires comme Vps4A et nSMASE2. Une augmentation de la
protéine Vps4A conduisant a une augmentation du niveau de certains ARNmi (Wei
et al., 2015).
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e Une voie impliquant des radeaux lipidiques se fixant & I’ARN est décrite (Janas et al.,
2015). Ces rafts lipidiques présentent des domaines de liaison correspondant a des
séquences de 10 ou 11 EXO-motifs d’ARN.

Tableau 4 : Tri du contenu en ARN exosomal sur la base de motifs endogénes spécifiques
(d’aprés Wei et al., 2021)

Groupe Motif-EXO ARNm ARNmi Autres ARNnc
miR-654-3p ; MiR-520e ; MiR-320b ; miR-451 ; miR-671-3p ;
miR-1226 ; miR-422a ; miR-193b ; miR-198 ; miR-601 ; miR-
1224-5p ; miR-125b-1 ; miR-125a-3p ; miR-483-5p ; miR-383

GGAG ; MiR-630 ; miR-513c ; miR-513b ; miR-313a-p ; miR-188-5p ;
miR-887 ; miR-575 ; miR-765 ; miR-134 ; miR-877 ; miR-1225-
hnRNPA2B1 5p ; MiR-638 ; miR-135a ; MiR-769-3p ; MiR-339-3p ; MiR-
939
AGG/UAG miR-17 ; miR-93
GGAG/UGCA miR-198 ; miR-601
[ miR-503

miR-6237 ; miR-409-3p ; miR-6337 ; miR-692 ; miR-144-5p ;
miR-369-3p ; miR-373-5p ; miR-300-3p ; miR-410-3p ; miR-
GGCU 412-5p ; miR-127-5p ; miR-381-3p ; miR-5108 ; miR-144-3p ;

SYMCRIP
miR-8095 ; miR-223-3p ; miR-6981-5p ; miR-122-5p ; miR-
493-5p ; 127-3p ; miR-3470a ; miR-194-2-3p
GeUS —
miR-198 ; miR-522 ; miR-320 ; miR-196a
hnRMPAL GUUG miR-582-5p
GCAG miR-1246
JUTR miR-486-5p ; MiR-143-3p ; miR-101-3p
CTGCC miR-1289
miRISC (Ago2) miR-451;miR--150; miR-142-3p;miR-100;miR-3203;let-7a
Protéines VpsaA miR-27b-3p ; miR—Szé—Sp; miR—Q_Za ; MiR-150 ; miR-193a-3p
EMbIANairas b e IIR3200  IMREAB2BR. e
nshase? miR-210 ; miR-16 ; miR-146a
ACCAGCCU pré-ARNm
CAGUGAGC SEPT14
YB-1 UAAUCCCA
miR-223 ; miR-133
miR-144 ; miR-233 (Négative)
Protéines de liaison
a I'ARN NSUN2 ARNM
ARNInc
MEX3C miR-451a
MWVE i miR-153a
protéine La : miR-122
TR e ——————
Annexine 2

3 GCCG, 2 UGAC,2 séguence
UCCG, GGAC, GGCG,  de liaison
- UGCC ARN 67-2
AULFES VOIS frowmwm s susss s st m e o et s s i s s o e "

3 GCCG, 2 UGAC, 2 séguence
UGCC, GGAC, GGCG, de liaison

CCCG, GGCC ARN 10

Ago2 : Argonaute 2 protein ; hnRNP : heterogeneous nuclear ribonucleoprotein ; MEX3C : Mex-3 RNA binding family
member C ; miRISC : micro-RNA-induced silencing complex; MVP : Major vault protein; nSMASE 2 : neutral
sphingomyelinase 2 ; NSUN 2 : NOP2/Sun domain family member 2 ; SYNCRIP : Synaptotagmin-binding, cytoplasmic
RNA-interacting protein ; Vps : Vacuolar sorting-associated protein ; YB-1 : Y-box binding protein 1
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La biogenese exosomale est donc dépendante du cargo, du type cellulaire et sous
l'influence de nombreux signaux, physiologiqgues comme pathologiques.

Les données sont plutdt en faveur d’'un modéle trés complexe et varié, permettant la
formation et la coexistence a un moment donné d’'une population hétérogéne de vésicules
intraluminales a l'intérieur d’'une population hétérogene de MVB (Colombo et al., 2014).
L’équilibre entre les différents processus de sélection est a l'origine de la multitude
d’exosomes circulants (Buschow et al., 2009) (Figure 6).

Figure 6 : Origine de la diversité des exosomes (d’aprés van Niel et al., 2018)
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4. Seécrétion

Apres la phase de biogenése, les MVB doivent encore étre acheminés jusqu'a la
membrane plasmique et fusionner avec elle pour libérer les exosomes.

A. Recyclage ou sécrétion

Certaines études s’intéressent a I'équilibre entre recyclage et sécrétion, notamment dans
le cadre de certaines maladies neurodégénératives. Par inhibition de I'activité lysosomale,
il serait possible de réduire les dépbts amyloides dans le cadre de la maladie d’Alzheimer
et de limiter leur accumulation intracellulaire en favorisant la sécrétion exosomale (Eitan et
al., 2016). La surexpression de la tétraspanine 6 dans ce cadre entraine un ralentissement
de la dégradation lysosomale (Guix et al., 2017).

On observe par exemple que la protéine TSG 101 peut subir une modification post
traductionnelle. Cette modification consiste en un couplage du groupement codé par le gene
Interferon-stimulated 15 et d’'une lysine de la protéine TSG101. Elle a pour effet de réduire
la sécrétion exosomale au profit de sa dégradation (Villarroya-Beltri et al., 2016).

Par ailleurs, si I'état ubiquitylé d’une protéine peut I'adresser au recyclage lysosomal, les
mécanismes ubiquitine-indépendants (donc plutét ESCRT-indépendants) sont plutét a
I'origine de MVB sécrétants (Buschow et al., 2009; van Niel et al., 2006). La régulation de
la sécrétion exosomale semble s’effectuer sur la base de la machinerie impliquée :
l'intervention du complexe syndécane-synténine-ALIX semble étre spécifiqguement dédiée a
la formation de MVB sécrétants (Baietti et al., 2012). Les mécanismes de régulation de
I'équilibre entre recyclage et sécrétion restent difficiles & considérer dans leur ensemble ;
toute modification de la machinerie lysosomale peut impacter la biogenése exosomale.

B. Transport des corps multi-vésiculaires et protéines RAB

Les processus de transport intracellulaire impliquent généralement le cytosquelette
(actine et microtubules), ainsi que les molécules motrices (myosines, dynéines et kinésines)
et des activateurs associés (RAB GTPases)(Bonifacino et Glick, 2004; Cai et al., 2007).

On a montré que la sécrétion exosomale, au moins dans le cadre de la présentation
antigénique, se realise de maniére orientée dans les cellules vers la synapse
immunologique (Buschow et al., 2009; Mittelbrunn et al., 2011), ainsi la sécrétion des MVB
suit le réseau de microtubules selon leur orientation depuis le centrosome (Mittelbrunn et
al., 2015).

Des études ont visualisé I'action dans le trafic intracellulaire vésiculaire de plusieurs
protéines RAB (Sonnichsen et al., 2000). On a montré que RAB27A et RAB27B ainsi que
leurs effecteurs sont essentiels dans la sécrétion exosomale (Ostrowski et al., 2010).
RAB27B régule la motilité des MVB vers la membrane et les deux isoformes jouent sur
'étape d’amarrage a la membrane. On sait que RAB27A implique un réarrangement du
cytosquelette d’actine sous-membranaire (Sinha et al., 2016). Toutefois les isoformes de
RAB27 ne sont pas distribuées de maniere ubiquitaire, ce qui implique que chaque type
cellulaire adapte potentiellement la machinerie impliquée.

Une étude de Rocha (2009) a montré que I'adressage des MVB vers les lysosomes
passe par un transport rétrograde sur les microtubules, transport initi€ par RAB7 qui permet
le recrutement de dynéine. Pourtant RAB7 est aussi impliqué dans la sécrétion exosomale,
puisque d’autres études rapportent une stimulation de I'excrétion des exosomes lorsque
cette protéine est surexprimée (Baietti et al., 2012). Cette dualité paradoxale repose sur le

Page 26



statut ubiquitylé de RAB7, qui selon son état sera a l'origine d’'un recrutement de la
machinerie destinant les MVB au recyclage ou a la sécrétion (Song et al., 2016).

La variabilité des molécules impliguées est importante, d’autres protéines RAB,
comme RAB11 et RAB35 interviennent dans le transport des MVB (Hsu et al., 2010; Savina
et al., 2005). L’inactivation des génes codant pour ces protéines aboutit a I'apparition de
phénotypes d’exosomes anormaux et a une réduction de leur sécrétion (Baietti et al., 2012;
Hsu et al., 2010; Savina et al., 2005). Les protéines RAB interviennent a de multlples
niveaux comme on peut l'observer sur la Figure 7. Elles sont actrices du transport
intracellulaire dés la formation des endosomes dans la cellule.

Figure 7 : Schéma récapitulatif des mécanismes impliqués dans le transport et la fusion
membranaire des corps multi-vésiculaires (d’aprés van Niel et al., 2018)

it |
>

Microvésicules

1 e

?? ? C& - X Endosome RAB27
1 RAB11 | ?? de recyclage b Nieribane
: < Cytopl plasmique
Endosome RAB35 / ytoplasme
précoce
?? Endosome précoce Amarrage
membranaire
des MVB Acti
RABS5S ctine

RAB7

/

R /;7"’

LV Transport MVB /;/ P2 SN
L Complexe

] ﬂv '<>ﬂ SNARE

( SNAP23.
.\_Mv RAB27a . VAMP3,7
o RAB27b LLE
o RALT* Siest
recyclage RAB11 =N
cellulaire - RAB35 /// -
Lysosome Autophagosome \\-\.\%__ _— Exosomes

Fusion membranaire
des MVB

ARF6 : ADP ribosylation factor 6 ; ILV : Intraluminal vesicles ; MVB/MVE : Multivesicular bodies/endosomes ; RAB/RAL : Ras related

protein ; SNAP : Soluble N-éthylmaleimide-sensitive-factor Attachment protein ; SNARE : SNAP Receptor ;

: Vesicle-associated membrane protein ;

; SYX-5: Syntaxin-5 ; VAMP

Page 27



C. Fusion membranaire et protéines SNARE

L’acheminement des MVB vers la membrane plasmique étant effectué, la fusion
membranaire et la libération des exosomes font intervenir un autre complexe protéique, le
complexe Soluble N-éthylmaleimide-sensitive-factor Attachment protein REceptor ou
SNARE. Cette famille de protéines est a I'origine des principaux mécanismes de trafic et de
fusion membranaire au sein des cellules eucaryotes (Jahn et Scheller, 2006).

Les complexes sont généralement formés de 3 a 4 protéines regroupées en un complexe
hélicoidal sur la membrane plasmique, généralement une seule R-SNARE (protéine
vésiculaire) et trois Q-SNARE (protéine de la membrane cible) (Pfeffer, 2007). Les R-
SNARE compte notamment les synaptobrévines (famille des vesicle associated membrane
protein VAMP), les Q-SNARE exosomales comptent notamment les syntaxines et les
protéines SNAP. Cet assemblage hélicoidal est associé a une autre famille de protéines,
les synaptotagmines, qui modulent I'activation du signal de fusion membranaire.

Fader (2009) a démontré 'implication de deux R-SNARE du complexe (VAMP3, VAMP7)
dans la fusion des MVB de certaines cellules (lignée leucémique K562). Par ailleurs, le
calcium intervient dans la régulation de la sécrétion exosomale en activant le changement
de conformation du complexe et sa fusion (Raposo et al., 1997; Savina et al., 2005). En
effet, il a été montré que le complexe SNARE VAMP7/SNAP23/syntaxine-4/synaptotagmine
VIl est impliqgué de maniére fonctionnelle dans la fusion des lysosomes, par fixation du Ca?*
sur la synaptotagmine (Rao et al., 2004). L’implication de ce complexe pour les MVB a été
confirmée dans une étude sur des exosomes issus de lignées tumorales (Bebelman et al.,
2018).

De nombreuses protéines SNARE sont impliguées, comme I'homologue de la
synaptobrévine Ykt6 (Gross et al., 2012) ou encore la syntaxine-5 étudiée chez le ver
Caenorhabditis elegans (Hyenne et al., 2015).

Cette diversité est a nouveau le reflet d’'une régulation complexe et d’'une variabilité
cellulaire.

5. Meéthodes d’études

Comme cité au 1.1, un consensus d’experts s’est formé afin d’établir des lignes
directrices concernant I'étude des VE. Si I'une des missions de I'lSEV est d’établir des
critéres de différenciation, ainsi qu’'une nomenclature, son objectif principal est d’établir des
modalités d’études des VE et donc par extension des exosomes.

Parmi les méthodes considérées, l'ultracentrifugation est a I'heure actuelle le gold
standard pour I'étude des exosomes, mais de nouvelles techniques font leur apparition
(Zarovni et al., 2015; Zhang et al., 2018). Il est important de noter que toutes les méthodes
actuellement utilisées ne permettent pas d’obtenir de prélévements complétement purifiés.
Il est nécessaire de développer des techniques d’isolement suffisamment avancées pour
pouvoir optimiser la purification des exosomes, de maniere rapide, efficace, reproductible,
applicable a la clinique (Raposo et Stoorvogel, 2013; Zaborowski et al., 2015)

Le MISEV propose de suivre des recommandations afin de mettre en place des

conditions expérimentales optimisées, et de standardiser la collecte des données. Il est
fortement conseillé d’utiliser des méthodes combinées (Théry et al., 2018).
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A. Méthodes d’isolement

On peut retrouver des comparatifs entre les différentes techniques dans le Tableau 5.
On observe notamment que parmi les nouvelles techniques, certaines semblent trés
prometteuses, comme [Iutilisation des nano-filtres acoustiques, ou de certains Kits
commerciaux, qui présentent des rendements et des taux de purification intéressants. Un
comparatif précis des différentes méthodes est complexe a réaliser du fait de la grande
variabilité des milieux étudiés et des conditions expérimentales mises en ceuvre.

Tableau 5 : Approche comparative des techniques d’isolement des exosomes (d’aprés

Doyle et Wang, 2019)

Volume Temps de

Technique d'isolement Rendement Pureté échantillon procédure
Ultracentrifugation différentielle 100x quelques
(UC) 5-25% Faible mL gh
Centrifugation a gradient de
densité > UC Faible Jusqu'a 1mL 20h
Kits de précipitations Pas de données Faible >100pL 1 nuit = 10h
Kits de microfluidique par
immuno-affinité Exo-Chip Pas de données Pas de données <400ulL <2h

>99% des billes  Plus élevée que
Immunoprécipitation magnétigues uc Jusqu'a 1mL 1 nuit = 10h
Kits de microfluidique par Plus élevée que
immuno-affinité ExoSearch 42-97% uc 20pL 40 minutes
Nanofiltre acoustique >80% Elevée 50uL <30 minutes

a. Ultracentrifugation

e Différentielle

L’isolement par centrifugation différentielle est la premiére méthode employée
historiquement et reste le gold standard (Zarovni et al., 2015).

La séparation des différents composants du milieu s’effectue par différence de densité,
de taille et de forme, avec les particules les plus denses qui sédimentent en premier (Livshits
et al., 2015). On peut retrouver différents protocoles dans la littérature.

Le principe, comme son nom [lindique, est de réaliser plusieurs centrifugations
successives a vitesse croissante (Figure 8). En augmentant le degré de centrifugation par
paliers, on peut ainsi séparer les débris cellulaires et les plus grosses vésicules des plus
petites.

Il est possible par ailleurs d’améliorer les rendements en augmentant la durée de
centrifugation a vitesse élevée, avec le risque toutefois d’'une possible dégradation des
échantillons (Cvjetkovic et al., 2014; Zeringer et al., 2015).

L’avantage est que cette méthode est peu colteuse et abordable techniquement, mais
elle présente linconvénient d’étre chronophage, peu spécifique, et nécessite des
échantillons relativement importants (Zaborowski et al., 2015; Zhang et al., 2018).

e A gradients de densité

A la différence de l'ultracentrifugation différentielle, cette méthode utilise une matrice
avec un gradient de densité préétabli, comme du sucrose ou de l'iodoxinol (Li et al., 2017;
Zhang et al., 2018). Le prélévement est placé en haut du tube avec sa matrice. Les éléments
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les plus denses se retrouveront plus bas dans le tube (Figure 8). Les exosomes sont ensuite
collectés pour une fraction entre 1,1 et 1,2 g/ml de densité (Li et al., 2017; Zhang et al.,
2018).

Cette méthode présente I'avantage d’étre treés efficace dans la séparation des VE par
rapport aux agrégats protéiques et autres particules, et particulierement pour séparer les
VE des fluides biologiques. Elle souffre toutefois d’'un faible rendement qui peut étre
amélioré en couplant ultracentrifugation différentielle et a densité de gradient, la encore au
prix d’'un temps de préparation plus long et d’'un risque de dégradation des échantillons plus
élevé (Simons et Raposo, 2009; Tauro et al., 2012).

Deux méthodes sont décrites (Li et al., 2017) :

» Une méthode dite zonale, pour laquelle les éléments les plus denses vont
sédimenter le plus rapidement dans le tube, mais a travers des milieux de
gradients de densité discontinus. Cette technique favorise notamment la
séparation des éléments de densités similaires mais de tailles différentes.

» Une méthode dite isopycnique, ou le prélevement est mélangé a un ensemble
de solutés avec des densités variables ; c’est une technique a gradient de
densité continu. Les éléments se séparent par couches et ne sédimentent pas
jusqu’au fond du tube d’analyse.

Figure 8 : Exemple de protocole de centrifugation différentielle et a gradient de densité
(d’aprés Li et al., 2017)

Cellules Cellules mortes  Débris cellulaires
. .
10 min 10 min 30 min Exosomes Exosomes
@3009 @20009 @100009
Densité de gradient -
Ultracentrifugation

Exosomes

b. Isolement par taille

e Ultrafiltration

Cette technigue repose sur une séparation par taille grace a une membrane, et un cut-
off de poids moléculaire (Li et al., 2017). Les particules les plus grosses sont filtrées par une
membrane, créant ainsi deux compartiments. Le défaut de cette technique réside dans la
proportion de particules qui va rester piégée dans le filtre et donc réduire le rendement de
la collecte (Liga et al., 2015). On peut utiliser des filtres successifs par taille décroissante,
mais au détriment du rendement (Zhang et al., 2018).
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Cette technique est moins chronophage que l'ultracentrifugation et ne demande pas
beaucoup de matériel, mais on s’expose encore au risque de lyse des vésicules et donc de
contamination (Zeringer et al., 2015). Des kits commerciaux décrits comme plus adaptés a
la clinique existent, ils utilisent ce principe de filtrations successives, et permettent de
conserver un filtrat entre 20 et 200 nm de diametre (F. Liu et al., 2017).

¢ Filtration séquentielle

La filtration séquentielle fonctionne comme le principe de filtration classique ci-dessus.
Une premiere filtration a diamétre de 100 nm permet de filtrer les particules larges et rigides ;
les exosomes et microvésicules, plus déformables, pourront tout de méme traverser le filtre.
La seconde étape de flux tangentielle, avec un cut-off de poids moléculaire de 500 kDa,
permet de retirer les protéines solubles et autres contaminants (Heinemann et al., 2014).
Enfin une derniere étape de filtration est effectuée pour enrichir I'échantillon.

L’avantage de cette méthode consiste en I'automatisation du processus, et la production
de matériel exosomal biologiquement actif et intact, ce qui permet une transposition pour
des études cliniques (Heinemann et al., 2014).

e Chromatographie par exclusion de taille

Le principe est le méme que pour la séparation de protéines. L’échantillon traverse une
colonne présentant une porosité suffisante pour les petites particules, qui seront ralenties,
causant une séparation plus tardive dans la colonne. On y associe généralement une
ultracentrifugation dans un premier temps (Gamez-Valero et al., 2016).

C’est une technique qui préserve trés bien la structure des vésicules et leur intégrité. Le
probléme réside dans sa durée d’exécution relativement longue, sa difficulté d’étalonnage
et son faible débit (Gamez-Valero et al., 2016). Certaines compagnies proposent toutefois
des kits commerciaux reposant sur cette technique et qui présenteraient des bons résultats
en termes de rapidité et d’efficacité (Vogel et al., 2016).

o Dialyse par filtration hydrostatique

Afin d’obtenir une alternative viable a l'ultracentrifugation, on utilise le principe de la
dialyse. Cette technique utilise une faible pression hydrostatique afin de forcer le passage
du solvant et des petits solutés (Cut-off de poids moléculaire a 1000 kDa) dans un tube a
dialyse, afin de conserver les VE (Musante et al., 2014).

¢ Fractionnement par couplage flux-force

Cette technique repose sur l'utilisation d’'un champ perpendiculaire appliqué sur
I'écoulement de I'échantillon dans une chambre linéaire (Figure 9). Les particules les plus
grandes sont influencées plus fortement par le champ perpendiculaire a I'écoulement ; elles
se retrouvent donc en périphérie du flux parabolique, et s’écoulent plus tardivement. On
récolte ainsi d’abord les éléments les plus petits (Kang et al., 2008). Différents sous-types
de la technique existent et sont mis en application pour I'étude des VE. On y associe des
techniques de caractérisation spécifiques en un systeme completement intégré, qui permet
ainsi d’avoir une analyse des particules bien plus rapide (Li et al., 2017).
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Figure 9 : Représentation schématique du fonctionnement de la technique de
fractionnement par couplage flux-force (Li et al., 2017)
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Le flux parabolique est moins important a proximité des parois de la chambre.
Les particules les plus importantes sont plus sensibles au champ perpendiculaire, elles restent proches des
parois et s’écoulent moins rapidement

c. Affinité immune

Les techniques reposant sur I'affinité immunitaire utilisent la fixation d’anticorps dirigés
contre les antigenes exprimés sur les exosomes (Zhang et al., 2018). Sur la base de
l'identification d’'un marqueur purement spécifique aux exosomes, il serait alors possible de
les isoler des autres VE avec certitude (Zeringer et al., 2015).

La limite de cette technique est liée a son avantage, a savoir qu’on ne peut que cibler
des antigénes de surface et que le ciblage est réduit a I'anticorps utilisé (Li et al., 2017). Le
rendement associé est moindre, avec toutefois un meilleur taux de purification. On les utilise
alors plutdt en couplage avec l'ultracentrifugation et 'ultrafiltration (Mathivanan et al., 2010).

e ELISA : Enzyme-linked immunosorbent assay

Une microplaque recouverte d’un anticorps permet de fixer un antigéne spécifique, et
donc les potentielles vésicules associées.

La technique ELISA est utilisée pour séparer les exosomes des milieux biologiques
comme l'urine ou le plasma, mais elle est surtout appliquée d’un point de vue clinique pour
l'identification de certaines maladies infectieuses (Doyle et Wang, 2019). Sa transposition a
une utilisation clinique pour l'isolement des exosomes reste sommaire.

e Immunoprécipitation magnétique

Le principe est le méme que la technique ELISA, sauf que les anticorps choisis sont fixés
sur des billes magnétiques, ce qui permet d’augmenter la surface de fixation et donc
d’augmenter le rendement. Par ailleurs cette technique permet la prise en charge de
volumes d’échantillons plus importants que la technique ELISA.

Elle présente plusieurs avantages par rapport aux technigues classiques ; elle donne en
effet un meilleur taux de purification, est moins chronophage et permet de préserver I'activité
exosomale (Zarovni et al., 2015)

d. Précipitation
¢ Précipitation induite par le polyéthyléne glycol (PEG)

Le PEG est un composé hydrophile, qui va entrainer la précipitation des particules de
I'échantillon par fixation des molécules d’eau. Le précipité obtenu peut ensuite étre traité
par centrifugation pour mener les analyses en aval (Zeringer et al., 2015).

Cette technique présente I'avantage d’étre rapide, simple a mettre en place et ne
nécessite que peu d’équipement (Zhang et al., 2018), au détriment d’'un grand manque de
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sélectivité au niveau du précipité obtenu : le précipité est un mélange grossier de VE et
d’agrégats protéiques (Zeringer et al., 2015).

e Précipitation induite par la lectine

C’est une alternative a l'utilisation du PEG. La lectine est capable de fixer les composés
glucidiques de surface des exosomes, causant ainsi une précipitation aprés une période
d’incubation prolongée (Doyle et Wang, 2019). Les avantages et inconvénients restent les
mémes que la précipitation par PEG.

e. Microfluidique

La microfluidique permet de palier les problemes de transposition des techniques
classiques a la clinique. Il s’agit en effet de réduire a trés petite échelle I'échantillon étudié
en utilisant des canaux micrométriques et en appliquant des principes de mécanique des
fluides. Il est possible d’isoler les exosomes sur des critéres physiques et biochimiques de
maniere simultanée, avec des rendements élevés et de faibles volumes d’échantillons (10
échantillons de 100 pl) (Li et al., 2017).

¢ Filtration nanométrique acoustique

Cette technique permet la séparation a trés faible échelle des VE par taille. Une chambre
composée de I'échantillon est exposée a des ultrasons, ce qui entraine la migration des
particules par taille et par densité (Lee et al., 2015).

Cette méthode reste encore trés récente, mais permet d’isoler les exosomes facilement,
avec une ajustabilité importante et de faibles volumes.

¢ Filtration microfluidique par affinité immune

On transpose le principe de 'ELISA a échelle nanométrique. Il est possible de réduire
grandement le volume et le temps de la procédure (10 échantillons de 100 ul en 60 minutes)
sans prétraitement (He et al., 2014; Zhao et al., 2016).

Des micropuces sont d'ores et déja commercialisées, et utilisent par exemple des
anticorps anti-CD63 comme marqueurs exosomaux (Zhao et al., 2016). Les techniques de
microfluidiques représentent un fort enjeu pour les techniques d’isolement, car elles ont un
tres bon équilibre avantage/inconvénients en termes de volumes, de temps, de co(t,
d’expertise et de traitement.
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L’isolement des exosomes peut se réaliser en suivant différentes procédures, résumées
au Tableau 6. Toutes ces techniques présentent a la fois avantages et inconveénients, en
termes de colt, de facilité d’application, de portabilité, ou encore de spécificité. C'est
l'utilisation des données d’analyse en adéquation avec l'objectif attendu (recherches
fondamentales, applications en cliniques, essais cliniques, créations de bases de données)
qui reste le meilleur indicateur de la technique a adopter.

Tableau 6 : Avantages et inconvénients des techniques d’isolement (d’aprés Zhang et al.,
2018; Li et al., 2017)

Inconvénients

Technique
Ultracentrifugation

Principe

Separation séquentielle par
taille, densité et forme des
particules et des solvants

Avantages

Expertise technique faible, pas
de pré-traitement nécessaire,
peu onéreux

Chronophage ; Potentielle
dégradation et contamination
de ['échantillon ; faible
purification de I'échantillon

Isolement par taille

Seéparation par taille
uniquement avec utilisation
d'un cut-off de poids
moléculaire

Ultrafiltration : Rapide,
nécessite peu de matériel,
bonne portabilité
Filtration séquentielle :
Préservation du matériel
biologique

Ultrafiltration : Risque de lyse
vésiculaire et de perte de
rendement par agrégats sur la
membrane

Chromatographie : Taux de
purification éleve,
préservation de l'intégrite
vésiculaire ; reproductibilité

Chromatographie :
Chronophage, faible débit, et
rendement moyen, nécessité
d'étalonner

Précipitation

Modification de la solubilité
des particules en utilisant des
polyméres

Facilité d'utilisation, peu
d'éguipement spécifique,
volume d'échantillonage
variable, rapide, rendement
glevé

Mangue de sélectivite
important et nécessite d'un
pré/post-traitement - Faible
purification

Immuno-affinité

Ciblage de marqueurs
antigénique a la surface des
exosomes

Tres bon rendement
d'isolement, bonne
purification

Co(t des réactifs, nécessité
d'avoir un marqueur
spécifique, faible capacité et
faible débit - Potentiels
artefacts et erreurs de lecture
liés a l'immunogénicite
tumorale

Microfluidique

Isolement a échelle
micrométrique selon des
propriétés multimodales

Rapide, peu coliteux,
portative, automatisable

Defaut de standardisation et
manque de bases de données -
Nécessité d'une validation des

procédures
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B. Méthodes de caractérisation

La caractérisation des exosomes et autres VE se faisait auparavant sur la base de la
concentration protéique (Zaborowski et al., 2015). Toutefois, en considérant les risques de
contamination des échantillons et la variabilit¢ des types de VE, il est nécessaire de
s’appuyer sur d’autres méthodes. On distingue deux types d’analyses : les études
physiques et biochimiques. La complexité de la caractérisation des VE repose en partie sur
la variabilité des profils protéomiques qui dépend des méthodes d’isolement et de la souche
cellulaire étudiée (Yanez-Mo et al., 2015).

a. Analyse physique

Les techniques dites d’analyse physique s’appuient sur la taille ou la concentration des
particules dans I'échantillon.

o Détection d’impulsions résistives accordables ou « Tunable Resistive Pulse
Sensing »

Cette méthode repose sur l'utilisation d’'une cellule divisée en deux chambres par une
nano-membrane non conductrice (Maas et al.,, 2014). On place I'échantillon dans une
chambre tandis que dans I'autre se trouve une solution d’électrolytes.

Lors de l'application d’'un potentiel électrique, les particules traversent la membrane,
mais il existe une résistance liée au courant électrique. Or il est possible de déduire la taille
des particules traversant la membrane en étudiant cette résistance, comparativement a des
courbes de calibration. Sur une période donnée, on obtient aussi des informations
concernant la concentration particulaire du milieu (Maas et al., 2014).

e Suivi individuel des particules par « Nanoparticle Tracking Analysis »

Cette méthode s’appuie sur I'application d’'une formule scientifique, 'équation de Stokes-
Einstein, qui lie le coefficient de diffusion des particules et leur mouvement brownien dans
une chambre pour déterminer la taille des particules. Ce mouvement est capté grace a un
laser et un microscope (Dragovic et al., 2011). C’est un logiciel qui traite ensuite I'image
pour déterminer les caractéristiques de I'’échantillon en termes de taille et de concentration
(Dragovic et al., 2011).

Cette méthode permet le suivi de particules entre 10 et 1000 nm de diamétre (Doyle et
Wang, 2019). L'inconvénient étant toutefois qu’il faut obtenir des échantillons de 0,5 ml, et
qgu’il manque a I'’heure actuelle d’optimisation des données de collecte et des paramétres
d’analyse (Filipe et al., 2010; Palmieri et al., 2014).

o Diffusion de lumiere dynamique ou « Dynamic Light Scattering »

Le principe est assez similaire au suivi individuel de particules. On mesure cette fois les
fluctuations de l'intensité lumineuse pour estimer la taille des particules (Filipe et al., 2010;
Palmieri et al., 2014). L’avantage est que cette analyse plutét facile d’application nécessite
de faibles volumes (70 pl) et ne demande pas d’optimisation avancée de ses parametres.

L’inconvénient c’est I'analyse de mixtures hétérogenes : en effet les plus petites
particules sont difficiles a détecter ce qui produit un biais en faveur de particules plus
grandes. On préferera donc le suivi individuel a la diffusion de lumiére dynamique pour
'analyse d’'un échantillon hétérogene (Palmieri et al., 2014).

¢ Microscopie €électronique

On utilise deux méthodes de microscopie en général pour I'étude des VE. La
microscopie électronique a transmission ou la microscopie électronique a balayage. La
différence entre les techniques repose sur la population d’électrons décomptée : la
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transmission comptabilise les électrons transmis a travers I'échantillon alors que le balayage
compte les électrons dispersés par I'échantillon (Doyle et Wang, 2019). La microscopie
permettra ainsi d’obtenir un calque ou un négatif de I'échantillon.

Les deux techniques donnent des résultats similaires en termes de distribution de taille
des particules, mais de légéres disparités de morphologies (Wu et al., 2015).

b. Analyse biochimique

¢ Immunologie
On applique le principe de détection immunitaire, avec reconnaissance de pics mono ou
polyclonaux correspondant a un anticorps et son antigene. Dans le cas des exosomes, il
s’agit de rechercher un marqueur spécifique connu ou des protéines d’intérét. Trois
techniques sont rapportées.

o La cytométrie de flux est une analyse couplant analyse physique et
biochimique. Elle permet de réaliser des analyses quantitatives et de
classer les exosomes sur la base de leur expression antigénique
(Szatanek et al., 2017). Le principe est de fixer des exosomes sur des billes
et de les exposer a un anticorps couplé a un marqueur fluorescent.

Cette méthode présente des inconvénients, notamment la limite de taille
de détection des particules mais aussi la nécessité d’avoir des particules
uniques en suspension : Les agrégats diminuent fortement la précision de
l'analyse (Szatanek et al., 2017).

o Le principe du Western Blotting est transposable a I'étude des VE. Le
Western Blotting étudie la composition protéique des vésicules avec une
lyse préalable (Gallagher et al., 2008). Les protéines sont ensuite séparees
par une électrophorese SDS PAGE et transférées sur une membrane
spécifique. Cette membrane est ensuite exposée a une double
reconnaissance antigéne-anticorps avec marquage.

Elle fait partie des méthodes les plus utilisées car facile d'utilisation et
accessible. L’'inconvénient majeur réside dans le défaut de reproductibilité
lié a la qualité de I'anticorps sélectionné.

o Enfin il est développé comme cité ci-dessus (I.5.a.e) des techniques de
microfluidique qui allient & la fois isolement et analyse en réduisant
'échelle d’étude a celle de canaux micrométriques. Ces techniques
utilisent une micro-puce pour fixer des antigénes ciblés afin de capturer les
exosomes. |l existe des dispositifs qui permettent de les isoler dans un
premier temps, et qui introduisent ensuite un tampon pour lyser les
vésicules capturées (He et al., 2014).

Ainsi les biomarqueurs d’intérét, de surface comme intra-vésiculaires,
peuvent ensuite étre utilisés pour l'analyse. Cette technique permet
d’élargir grandement le panel d’antigénes recherchés en permettant le
ciblage de marqueurs a l'intérieur des vésicules.
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¢ Profilage par thermophorése (Thermophoretic profiling)

C’est une technique qui couple isolement et caractérisation. Elle s’appuie sur
l'utilisation de la conjugaison avec des nucléotides aptameres (oligonucléotides
synthétiques)(Liu et al., 2019). Une incubation de I'échantillon avec la solution aptamérique
est réalisée, puis une exposition a un laser a 1480 nm de longueur d’'ondes. Les exosomes
fixés s’accumulent alors au centre du point lumineux, ce qui permet des analyses de contenu
protéique par fluorescence des aptameres conjugués (Liu et al., 2019).

Cette méthode utilise trés peu d’échantillon et ne nécessite pas de prétraitement. Elle
est a la fois peu chronophage, fiable, reproductible et spécifique. Elle pourrait permettre une
transposition efficace de I'étude en laboratoire des exosomes a I'application clinique.

e Spectrométrie de masse : Analyse du protéome

Les analyses de spectrométrie de masse permettent de détecter et d’identifier des
molécules en étudiant le rapport masse/charge aprés ionisation dans une chambre. On
obtient alors des spectres spécifiques a des molécules et a la méthode d’ionisation utilisée.
Ces résultats sont ensuite comparés a une banque de données préexistantes et permettent
d'obtenir des données quantitatives et qualitatives des molécules présentes dans
I'échantillon étudié (Doyle et Wang, 2019). On appliqgue deux approches dans le cadre de
I'étude des exosomes.

L’approche globale du protéome permet la comparaison du spectre obtenu aprés
'analyse des ions les plus abondamment retrouvés dans I'’échantillon ou de 'ensemble des
ions sur un intervalle de masse donné. C’est une approche qui s’intéresse au relevé d'un
maximum de protéines et a leur quantification dans I'échantillon (Doyle et Wang, 2019;
Schey et al., 2015).

L’avantage de ce procédé dans I'analyse des exosomes est qu’il permet notamment
I'étude rapide d’une grande partie du protéome dans une population exosomale, ce qui est
intéressant pour la recherche de biomarqueurs associés aux maladies, notamment
cancéreuses.

L’approche ciblée du protéome s’attelle a 'analyse et la détection d’'un ensemble défini
de protéines dans I'échantillon (Schey et al.,, 2015). On associe un certain nombre de
sighaux spécifiques sur le spectre de masse pour chaque protéine, ce qui permet d’obtenir
des informations trés précises sur 'ensemble des protéines ciblées.

Comparativement, I'approche ciblée est la technique de choix dans I'étude des
exosomes car elle présente 'avantage de présenter une trés bonne spécificité, et une
grande multiplicité par rapport aux autres méthodes de caractérisation. Elle est d’autant plus
indiquée que de plus en plus de marqueurs exosomaux sont rapportés dans la littérature
(Schey et al., 2015).
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Deuxieme partie : Applications
fonctionnelles — diagnostiques -
therapeutiques

Les exosomes sont donc des vésicules au contenu moléculaire riche (protéines, acides
nucléiques, lipides), qui peuvent transiter entre les cellules par sécrétion paracrine comme
systémique. lls représentent un enjeu capital dans la compréhension fine de la
communication intercellulaire notamment du fait de leur capacité a transporter ARNm et
ARNmiI (Valadi et al., 2007).

Ainsi, depuis deux décennies (voir Figure 1), la multiplication des études a permis de
montrer qu’ils participent a de nombreux processus métaboliques comme la prolifération
cellulaire, la réponse immunitaire, les fonctions neuronales ou cardiovasculaires, ou encore
la lactation (Corrado et al., 2013). Le cadre d’étude s’élargit de plus en plus et s’applique a
de nombreux domaines médicaux.

1. Exosomes et physiologie

A. Immunité

Depuis 1996, il est rapporté que les exosomes sont impligués dans le systéme
immunitaire et présentent d'importantes fonctions, comme la présentation antigénique et la
régulation de la réponse immunitaire (Raposo et al., 1996). En effet les exosomes de
lymphocytes B contiennent des CMH-I et Il fonctionnels, et sont capables d’induire une
réponse dépendante des lymphocytes T (Zitvogel et al., 1998).

Par extension, on a montré que les VE dérivant des cellules présentatrices d’antigénes
(CPA) possedent des marqueurs de surface en grande partie similaire aux cellules
immunitaires : les CMH ou encore le marqueur de programmation de mort cellulaire PD-L1
(Robbins et al., 2016). De plus on a observé gue la libération d’exosomes est accrue apres
interaction entre CPA et lymphocytes T ce qui soutient I'implication des exosomes dans la
réponse immunitaire (Buschow et al., 2009; Nolte-'t Hoen et al., 2009). A forte concentration,
ils peuvent induire une réponse reproduisant la fonction présentatrice d’antigénes (Nolte-t
Hoen et al., 2009).
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La Figure 10 décrit les différents mécanismes de présentation antigénique réalisés par
l'intermédiaire des VE.

Figure 10 : Régulation immunitaire et vésicules extracellulaires (d’aprés Robbins et al.,

2016)
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e Une présentation antigénique directe, le cross dressing: Les exosomes
peuvent se lier a la membrane cellulaire des CPA qui fournit ainsi des
molécules de costimulation. Le complexe CMH/peptide exosomal peut alors
directement se fixer sur les récepteurs des lymphocytes T et entrainer
I'activation des cellules de 'immunité (Figure 10.A)

e Une présentation indirecte par transfert de peptides : les exosomes peuvent
étre internalisés par la CPA. Le complexe CMH/peptide peut alors étre
dégradé ou recyclé par la CPA afin de réaliser la présentation antigénique aux
lymphocytes T (Figure 10.B).

La présentation directe par les VE sans l'intermédiaire des CPA est possible. On a
montré que des VE dérivant de CPA sont capables a haute concentration ou a forte charge
peptidique d’accroitre significativement I'activation de lymphocytes T (Hsu et al., 2003; Qazi
et al., 2009). Toutefois leur capacité a stimuler directement les lymphocytes est 10 a 20 fois
moins importante que la cellule parentale ce qui limite I'activation du systéme immunitaire
de fagon directe in vivo (Robbins et Morelli, 2014).

La libération exosomale semble dépendre de I'état mature ou immature des cellules
dendritiques (DC) concernées (Segura et al., 2007). Les exosomes dérivants de cellules
immunitaires immatures présentent le méme caractere « naif » que les cellules parentales,
et ne sont pas capables d’activer efficacement des lymphocytes T, probablement par défaut
de molécules d’adhésion activatrices (ICAM-1, CD40, CD86)(Ludwig et Giebel, 2012;
Robbins et Morelli, 2014).

Page 40



Lors d’une infection, les DC en fixant les antigénes peuvent activer les lymphocytes T
auxiliaires. Ce recrutement entraine [lactivation des lymphocytes B et ainsi une
augmentation de la production et de la libération d’exosomes qui contiennent eux-mémes
des CMH. Ces exosomes peuvent ensuite stimuler le systéeme CD4 régulateur en retour
(Corrado et al., 2013). Les exosomes peuvent agir dans I'équilibre inflammatoire sur les
effecteurs T par induction d’une différenciation de lymphocytes T auxiliaires en lymphocytes
T régulateurs (Corrado et al., 2013).

On a montré par ailleurs que les exosomes peuvent étre porteurs directement d’un
peptide antigénique, microbien ou tumoral (Robbins et al., 2016). Il résulte de ces situations
différentes conséquences :

e |’antigéne natif peut étre absorbé par la CPA par endocytose et réutilisé pour réaliser
une présentation antigénique aux lymphocytes CD8+ et ainsi induire des réponses
antitumorales par exemple. On a montré que la vaccination chez des souris a l'aide
d’exosomes tumoraux a permis d’induire une réponse antitumorale contre un
ensemble de tumeurs portant un antigene similaire, réduisant ainsi le potentiel de la
tumeur (Zitvogel et al., 1998)

e LaVE est porteuse de molécules immunomodulatrices, auquel cas, la métabolisation
du peptide par la CPA peut aboutir a la formation de VE immunomodulatrices. Ces
derniéres peuvent entrainer une modification de la réponse immunitaire, bénéfique
comme défavorable (Figure 10.B)

Concernant le domaine vétérinaire plus spécifiguement, on a montré chez des souris
que l'utilisation de VE issues de macrophages infectés par Mycobacterium bovis favorise la
résistance de la bactérie aux lymphocytes T. Au contraire les VE issues de DC exposées a
Toxoplasma gondii sont capables de fournir une protection contre le parasite (Beauvillain et
al., 2007; Giri et Schorey, 2008). Les exosomes sont des acteurs du mécanisme de
tolérance immunitaire (Zonneveld et al., 2021) : ils peuvent a la fois agir en faveur ou en
défaveur du systeme immunitaire.

Un des enjeux de la compréhension et de l'utilisation des exosomes en immunologie est
de déterminer avec précision si l'utilisation d’'une population exosomale constituerait un
avantage ou un inconvénient pour la réponse immunitaire.

B. Reproduction

e Compétences reproductives

L’environnement nécessaire a la bonne maturation des ovocytes chez le chien nécessite
une communication entre les cellules de I'appareil reproducteur. Lee et Saadeldin (2020)
rapportent différentes propriétés des exosomes canins, dont la présence d’exosomes
porteurs d’ARNmi dans le fluide de l'oviducte. Ces derniers pourraient contrdler la
maturation des ovocytes en vue de la reproduction. On a montré que I'ajout d’exosomes
prélevés dans I'oviducte augmente la mobilité des spermatozoides du sperme chez le chat,
révélant I'effet positif des vésicules sur le potentiel reproducteur (Ferraz et al., 2019).
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Une équipe de chercheurs s’est intéressée a 'amélioration des propriétés des semences
congelées pour la reproduction canine. lls ont montré que la supplémentation post-
décongélation des paillettes par des exosomes de cellules souches mésenchymateuses
(MSC) de tissu adipeux accroit de maniére significative la mobilité et la survie des
spermatozoides. De plus, un prétraitement de la semence permettrait d’avoir un taux
d’acrosomes intacts plus élevé, ainsi qu'une meilleure motilité et viabilité par rapport aux
contrbles (Qamar et al., 2019).

e Développement feetal

On a montré que les exosomes participaient activement a I'équilibre inflammatoire de
l'interface foeto-maternelle au cours du développement embryonnaire (Kaminski et al.,
2019). L'inflammation est nécessaire localement a I'implantation du foetus et au modelage
de la matrice tissulaire Elle est ensuite réduite afin de permettre le développement
embryonnaire, et redevient prédominante lors de la troisieme phase du développement
foetal (Fuhler, 2020).

Les exosomes dérivant des cellules de I'épithélium endométrial sont captés par le
trophoblaste, ce qui permet d’'augmenter son potentiel adhésif selon deux processus : par
augmentation de I'expression de la focal adhesion kinase (Greening et al., 2016) ; en
induisant par lintermédiaire d’ARNmi (miR-30d notamment) la surexpression de génes
d’adhésion embryonnaire (intégrines et cadhérines) (Vilella et al., 2015).

La croissance trophoblastique dans les premiers stades d’'implantation dépend en partie
de l'inflammation locale : les exosomes dérivants du trophoblaste sont capables d’induire la
différenciation des monocytes en macrophages, qui sécrétent des cytokines et chimiokines
pour maintenir le contexte inflammatoire (Atay et al., 2011). Il est capital toutefois que
'embryon soit protégé du systéme immunitaire de la mere. On a observeé que les vésicules
dérivées du placenta avaient un effet immunosuppresseur, la condition pro-inflammatoire
du placenta n’impacte donc pas directement 'embryon.

Les exosomes trophoblastiques peuvent aussi induire la différenciation des lymphocytes
T en T régulateurs, sous la médiation de Heat shock protein 10kDa 1 (Czernek et Dichler,
2020). Par ailleurs, les cellules trophoblastiques et leurs exosomes expriment des
équivalents particuliers de CMH humain : les molécules du complexe du Human leukocyte
antigen C mais aussi moins classiquement les sous-types E, F et G. Cette combinaison
particuliere permet au trophoblaste d’échapper au systéme des lymphocytes T Natural Killer
maternels (lymphocytes NK), contribuant a I'immunotolérance nécessaire au bon
déroulement du développement feetal (Kaminski et al., 2019).

Les exosomes agissent sur le maintien de I'équilibre du développement foetal en
favorisant a la fois une action pro-inflammatoire et immunosuppressive.

e Lactation
On trouve des exosomes dans le lait de tres nombreuses espéeces, mais particulierement
dans le lait des animaux de rente et dans le lait humain, qui partagent jusqu’a 95% de leurs

ARNmMiI (Cintio et al., 2020; van Herwijnen et al., 2018).

On a montré que les exosomes tenaient une place importante dans le transfert par le lait
de certaines protéines et d’ARN, protégeant le bagage moléculaire de I'acidité gastrique et
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permettant son absorption (Garcia et al., 2013; Liao et al., 2017). Les exosomes issus de la
mére favorisent la viabilité des cellules intestinales, en accroissant leur prolifération et leur
activité, et favorise les réactions immunomodulatrices (Chen et al., 2016; Zhou et al., 2021).

Par exemple, certains ARN circulaires exosomaux (ARNcirc) retrouvés dans le
colostrum jouent un réle de promoteur vasculaire (favorise I'expression du facteur de
croissance de I'endothélium vasculaire VEGF) et induisent une prolifération et une migration
des cellules épithéliales de l'intestin gréle. Les exosomes dérivés du lait maternel sont a
lorigine d’'une migration des cellules de ['épithélium gingival par remodelage du
cytosquelette et de certaines kinases (Zonneveld et al., 2021). On suppose d’autres effets
de ces exosomes sur la régulation de certains récepteurs toll-like, et par inhibition sur des
signaux apoptotiques (Zonneveld et al., 2021).

Enfin Villatoro a montré la présence abondante d’exosomes dans le colostrum canin,
pouvant interagir avec les MSC. lls agissent par action antioxydante sur les fibroblastes, ce
gui joue un réle dans le développement du systeme respiratoire, protégeant le nouveau-né
de nombreuses affections liées au stress oxydatif et aux especes réactives de I'oxygene
(Villatoro et al., 2020).

C. Cellules souches et développement

Les MSC assurent un rble dans la maintenance de I’homéostasie, en contribuant au
renouvellement cellulaire selon les besoins de I'organisme (Goloviznina et al., 2016). Leur
distribution ubiquitaire assure une réponse aux modifications physiologiques ou
pathologiques (R. C. Lai et al., 2015).

Si le potentiel des MSC repose grandement sur leur capacité de différenciation, on a
montré que les sécrétions associées, exosomales notamment, impactaient fortement leur
réle. Les exosomes interagissent de maniére paracrine et endocrine (Magsood et al., 2020),
leur endocytose étant facilitée dans les tissus endommagés par I'acidose du milieu.

Ces exosomes contiennent des facteurs de croissance (comme Transforming growth
factor g: TGF-B ou encore Hepatocyte growth factor HGF) et des chimiokines anti-
inflammatoires (IL-10, IL-1Ra), molécules immunomodulatrices parfois sécrétées en grande
guantité par les MSC (Jimenez-Puerta et al., 2020). Ces vésicules possedent aussi un panel
d’ARNmi (miR-21, 23a et 124) qui sont reconnus comme ayant une activité anti-
inflammatoire et immunosuppressive (Salvioli et al., 2006). Ainsi le sécrétome ('ensemble
des molécules sécrétées par une cellule) associé au MSC joue un réle dans la réduction
des effets apoptotiques et fibrosants, favorisant 'angiogenése et la survie cellulaire (Tang
et al., 2021).

La capacité thérapeutique des exosomes a été testée dans différents modéles
pathologiques, démontrant une capacité similaire voire supérieure aux MSC parentales,
notamment dans la réduction de la taille des infarcti myocardiques (Lai et al., 2010; L. Liu
et al., 2017), dans la cicatrisation cutanée (B. Zhang et al., 2015), dans l'insuffisance rénale
aigue (van Koppen et al., 2012), ou encore hépatique (Jiang et al., 2018; Tan et al., 2014).
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D. Physiologie du systeme nerveux

Les exosomes dérivant de cellules cérébrales jouent un réle important dans le maintien
de 'homéostasie du systéme nerveux central, et contribuent a la communication entre
cellules nerveuses (Zhang et Yang, 2018).

En effet, les exosomes oligodendrocytaires contiennent nombre de molécules telles que
des protéines myéliques, des lipides, des glycoprotéines, du cholestérol ou encore des
protéines chaperonnes, qui peuvent agir directement sur la régulation de la genese de la
gaine de myéline, la dégradation et la maintenance des cellules nerveuses (Domingues et
al., 2020).

Les exosomes oligodendrocytaires sont capables de réguler par auto-inhibition la
croissance de la surface membranaire par un processus faisant intervenir la contractilité
actine-myosine et le systéeme de signalisation RhoA (Figure 11.A)(Bakhti et al., 2011). On
a montré par ailleurs en coculture que l'inhibition de la libération exosomale était sous
influence des neurones environnants.

On observe aussi que le glutamate des synapses neuronales est capable par action
paracrine de fixer les récepteurs au glutamate oligodendrocytaires et d’entrainer la libération
calcium dépendante d’exosomes porteurs de protéines chaperonnes (Frihbeis et al.,
2013)(Figure 11.B). lIs présentent un effet protecteur sur les neurones en situation de stress
oxydatif ou de déficit énergétique, en transférant des protéines telles que la catalase ou la
superoxide dismutase (Frohlich et al., 2014). De plus il semble que ce transfert exosomal
améliore l'activité électrique spontanée des neurones cibles. Les exosomes neuronaux
soutiennent par ailleurs l'activité phagocytaire des microgliocytes et la dégradation des
neurites dysfonctionnels.

On a mis en évidence un troisieme réle concernant les exosomes des cellules de
Schwann. lls pourraient étre impliqués dans la régénération des dommages nerveux
périphériques (Figure 11.C)(Yu et al., 2021). En effet ils sont internalisés par les axones
avoisinants, fournissant un support moléculaire pour la régénération axonale en cas de
dommages nerveux (Yu et al.,, 2021). Les exosomes des cellules de Schwann sont
particulierement concentrés a la terminaison du céne synaptique, avec en concordance une
forte diminution de l'activité RhoA et donc une augmentation de la croissance axonale
(Yuyama et Igarashi, 2016). La caractérisation protéomique de ces exosomes révele de
nombreuses molécules associées a la régénération axonale comme la carboxypeptidase E,
la fibronectine ou encore la syntenine-1 (Domingues et al., 2020).
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Figure 11 : Exosomes et systéme nerveux (d’aprés Domingues et al., 2020 et Yuyama et
Igarashi, 2016)
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Les exosomes du systéeme nerveux central et périphérique tiennent une place importante
dans la régulation de ’'homéostasie des cellules nerveuses et de la gaine de myéline, il reste
toutefois a élucider les mécanismes qui concernent la communication entre les cellules
nerveuses, mais aussi avec le reste de l'organisme. D’autres travaux de thése se sont
intéressés de maniere plus détaillée au réle tenu par les exosomes dans la communication
neuronale (Javalet, 2016).

Dans cet objectif, une étude de Gomez-Molina a prouvé I'existence d’'une communication
entre systeme nerveux central et circulation systémique par I'intermédiaire d’exosomes
(Gomez-Molina et al., 2019). Les mécanismes de transfert a travers la barriere hémato-
encéphalique ne sont pas encore bien élucidés, mais feraient intervenir une internalisation
par les cellules endothéliales macrovasculaires (Matsumoto et al., 2017). La libération
d’exosomes du systéme nerveux central dans la circulation systémique représente une cible
de choix en termes de biomarquage non-invasif des dysfonctions cérébrales.

E. Physiologie cardiovasculaire

La sphere cardiaque est difficile d’accés in vivo, mais on a montré a travers différentes
études portant sur les VE de la circulation systémique que le fonctionnement du systéme
cardiovasculaire reposait en partie sur la communication intercellulaire induite par les VE
(Yu et Wang, 2019). Particulierement, les cardiomyocytes qui représentent jusqu’a la moitié
des cellules du ceeur, libérent de nombreux exosomes dans différentes situations (Wagner
et Radisic, 2021).

lls sont enrichis en protéines comme la famille des chaperons, ou encore de certains
transporteurs a glucose. Ainsi les protéines dérivant des exosomes de cardiomyocytes sont
impliquées dans de nombreuses fonctions cardiaques (Tableau 7). La chaperonne HSP70
favorise le fonctionnement du coeur, tout comme HSP20 qui favorise de plus I'angiogenese
(Yu et Wang, 2019). Les exosomes issus des cardiomyocytes participent a la régulation des
transporteurs glucose nécessaires pour le bon fonctionnement des endothéliums associés,
le coeur nécessitant des apports en O: et en glucose importants et stables (Garcia et al.,
2016). On retrouve aussi bon nombre d’acides nucléiques, ADN et ARN, induisant des
modulations d’expression génique, qui peuvent étre délétéres (Waldenstrém et al., 2012;
Yu et Wang, 2019).
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Tableau 7 : Effet de 'augmentation de I’expression des protéines et acides nucléiques
exosomaux dérivés de cardiomyocytes sur la fonction cardiaque (d’aprés Wagner et

Radisic, 2021; Yu et Wang, 2019)

Contenu exosomal Fonction

Protéines

HSP20 Favorise angiogenése et améliore fonction cardiague
HSP&0 Favorise la réponse immunitaire

HSP70 Améliore la fonction cardiague

TNF-a Contribue au remodelage cardiaque

IL-6 Contribue au potentiel fibrosant

GLUT1 Régulation métabolisme

GLUT6 Régulation métabolisme

Acides nucléiques
miR-320

Inhibition angiogénese

miR-939-5p Inhibition angiogénese

miR-30a Régulation autophagie

miR-29b Inhibition fibrose et découplage des myocytes
miR-455 Inhibition fibrose et découplage des myocytes
miR-27a Contribue au stress oxydatif

miR-222 Favorise angiogenéese

miR-34a Contribue au stress oxydatif

miR-208a Favorise la prolifération fibroblastique
miR-217 Favorise I'hypertrophie cardiaque

miR-27b Favorise I'hypertrophie cardiaque

miR-133a Réduit I'apoptose, prévient I'hypertrophie et la fibrose

GLUT : transporteurs du glucose ; HSP : Heat shock protein ; IL : Interleukine ; TNF : Tumor
necrosis factor

Les VE des cardiomyocytes participent activement a la communication intercellulaire
intracardiaque, mais il en est de méme avec les autres types cellulaires que I'on retrouve
dans le cceur : fibroblastes, cellules endothéliales ou encore cellules musculaires lisses. La
Figure 12 résume un ensemble de fonctions cardiaques auxquelles sont associées les
différentes vésicules. On retrouve des fonctions de maintien de 'homéostasie, de régulation
de la croissance cellulaire ou encore de régulation immunitaire.
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Figure 12 : Exosomes et physiologie cardiaque (d’aprés Wagner et Radisic, 2021)

VE issues des cardiomyocytes

Régulation de la prolifération et migration endothéliale, activation fibroblastique,
propagation des signaux d'alerte et potentiel réparateur aprés une lésion
myoacardigue

VE issues des cellules endothéliales

[__ - J o Modulation de I'angiogénése, régulation immunitaire, maitien de I'homéostasie
vasculaire, favorisation de la survie cellulaire en conditions de stress

VE issues des fibroblastes
O Effets anti-apoptotiques sur les cardiomyocytes, régulation de I'hypertrophie, et
inversement, les VE de myofibroblastes peuvent diminuer la survie des
O O O cardiomyocytes et le fonctionnement des canaux ioniques

VE issues des autres types cellulaires cardiaques

r O Cellules musculaires lisses : régulation vasculaire
) Télocytes cardiagues : régulation croissance des fibroblastes et des cellules
g O (o |endotheliaies

Cellules épicardiagues : régule la transition épithélio-mésenchymateuse

| 4

A I'heure actuelle, les études portant sur I'implication des VE des cellules cardiaques
dans la physiologie du coeur sont encore loin d’étre exhaustives, et par ailleurs, de
nombreuses cellules non cardiaques liberent aussi activement des VE dans la circulation
systémique. L’ensemble de ces vésicules pourrait théoriquement avoir un impact sur la
fonctionnalité cardiaque (Wagner et Radisic, 2021). On retrouve dans la littérature des
recherches qui ont notamment mis en évidence une relation entre la survenue d’'une
dysfonction endothéliale et la présence d’'un syndrome métabolique chez ’'homme, ce qui
est le reflet de la communication intercellulaire assurée par les exosomes dans la circulation
systémique (Malloci, 2017).

F. Physiologie rénale

La Figure 13 décrit les différents niveaux d’intervention des VE a I'échelle du néphron
et donc dans le fonctionnement physiologique du rein. Des VE sont libérées au niveau des
podocytes dans le glomérule rénal, et peuvent dans un premier temps intervenir au niveau
des cellules épithéliales ciliaires proximales (Hogan et al., 2009). On a montré que dans le
cas d’une hyperglycémie, les podocytes libérent plus de VE dans les urines (Burger et al.,
2014). Ces VE peuvent agir aux niveaux des cellules épithéliales proximales et induire une
fibrose tubulaire (Figure 13.C)(Munkonda et al., 2018). Cette fibrose induite par les
podocytes du glomérule contribue au développement des affections tubulo-interstitielles.

On a par ailleurs mis en évidence une relation entre la sécrétion de VE par les cellules
épithéliales proximales transportant de la GAPDH et une régulation des canaux sodium du
tube distal et des canaux collecteurs (Figure 13.G)(Jella et al., 2016). Les VE sont donc
impliquées dans la régulation de la réabsorption sodique rénale.

De plus les VE peuvent servir de vecteurs pour les aquaporines 2 entre les cellules du

tube collecteur (Figure 13.H)(Street et al., 2011). La réabsorption hydrique serait donc sous
dépendance des VE également.
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Figure 13 : Exosomes et physiologie rénale (adapté de Kwon, 2019)
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e Reégénération cellulaire

Les VE interviennent également dans les mécanismes de réparation cellulaire et de
régénération de I'épithélium rénal en favorisant les interactions entre cellules épithéliales
endommagées et cellules souches (Figure 13.E)(Chiabotto et al., 2016). Les cellules
tubulaires proliférent lors de Iésions, ce qui contribue a la guérison du parenchyme (Smeets
et al., 2013). En effet ces derniéres conférent un effet protecteur contre I'ischémie rénale
par la libération de VE (Zou et al., 2018). Ce processus implique des petits ARN et du
transfert mitochondrial entre cellules (Guescini et al., 2010; Zou et al., 2018).

e Homéostasie
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Le vieillissement cellulaire induit une dégradation des organelles et une agrégation
protéique, or les atteintes liées au vieillissement sont courantes pour le rein, comme la
glomérulosclérose (Bolignano et al., 2014). Le maintien de ’'homéostasie passe notamment
par I'élimination des déchets cellulaires (Figure 13.D). La sécrétion exosomale permet ainsi
d’éliminer les protéines anormales ou encore des fragments ADN instables (Kwon, 2019).
L’inhibition de la sécrétion exosomale est a l'origine d’'une accumulation anormale
cytoplasmique d’ADN, et 'apparition d’espéces réactives a 'oxygéne.

e Immunité du tractus urinaire

Malgré une exposition forte aux germes, le tractus urinaire est généralement stérile. Une
équipe a montré que les VE du tractus urinaire sont enrichies en protéines de l'immunité,
comme des peptides antimicrobiens. On retrouve notamment la calprotectine et le lysozyme
C qui peuvent entrainer une réponse antibactérienne (Hiemstra et al., 2014)(Figure 13.1).

2. Exosomes et pathologie

Lorsque les processus physiologiques sont dysfonctionnels, on observe des
modifications sur la distribution et la fonctionnalité des VE, dans le cadre d’affections
diverses : néoplasies, atteintes neurodégénératives, cardiovasculaires, reproductives,
infectieuses ou encore rénales (Shah et al., 2018). Comprendre le rble tenu par les
exosomes dans différentes maladies permettrait de mettre en lumiere certains éléments qui
pourraient servir a suivre leur développement et de révéler des potentiels leviers
thérapeutiques encore inexplorés.

A. Néoplasies

Le r6le des VE en oncologie est un terrain en rapide expansion et représente un des
axes majeurs de I'étude de ces vésicules au cours du développement tumoral.

On parle de progression tumorale pour décrire la transformation par étapes d’'une tumeur
bénigne vers une tumeur maligne et ses métastases (Figure 14). Une phase dite d’initiation
correspond a I'apparition de la premiére lésion génétique non réversible. Par la suite, durant
les phases de promotion et de progression, le pool (clone de cellules) tumoral va
commencer a proliférer tout en développant des avantages en termes de croissance,
d’échappement a 'apoptose, et des modifications phénotypiques. La métastase est la forme
systémique de la maladie, dans laquelle la tumeur interagit avec I'environnement local et
distant résultant en une croissance maligne secondaire (AleCkovic¢ et al., 2019).

La reprogrammation de I'’environnement joue un réle essentiel dans ce développement.
Les déséquilibres immunitaires, les altérations fibroblastiques et les changements
endothéliaux sont caractéristiques de l'installation de lésions malignes. L’induction de la
transition épithélio-mésenchymateuse et son inverse, la transition mésenchymo-épithéliale
sont des exemples de plasticité cellulaire induites dans la progression cancéreuse et une
part cruciale de la cascade métastatique. La transition épithélio-mésenchymateuse implique
la capacité de cellules épithéliales a acquérir des traits de mésenchyme pour migrer,
s’extravaser et survivre dans le flux sanguin pour s’implanter a distance. A l'inverse la
transition mésenchymo-épithéliale permet aux métastases de former des foyers tumoraux
secondaires a distance (Maia et al., 2018). Ces communications complexes sont en partie
sous médiation exosomale.
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e Conditions précancéreuses

L’initiation tumorale survient quand une cellule acquiert une mutation clé sur un gene
pilote de cancer (cancer driver gene), soit de maniere héréditaire soit de maniere
sporadique. On considére que jusqu'a 10% des cancers se développent suite & une
susceptibilité héréditaire, tandis que la majorité font suite a des événements de mutations
sporadiques liés a I'exposition a un environnement carcinogene (Grivennikov et al., 2010).
L’inflammation est un processus qui sert normalement a la protection de I'organisme contre
les atteintes extérieures. Toutefois, la dérégulation de la réponse inflammatoire est aussi a
'origine d’'un environnement potentiellement carcinogéne : inflammation aigle comme
chronique sont des facteurs initiateurs de la carcinogénése et contribuent a I'acquisition de
nombreuses caractéristiques de base du cancer (Piotrowski et al., 2020).

On considere aussi que pres de 20% des cancers humains sont associés a des
conditions préexistantes d’inflammation chronique infectieuse ou auto-immune (Crusz et
Balkwill, 2015). Si les cytokines sont les principaux médiateurs de linflammation,
'implication des exosomes est fortement rapportée dans ce processus immunitaire (Chan
et al., 2019).

Les maladies inflammatoires de I'intestin font partie des affections chroniques associées
a une élévation du risque de cancers intestinaux (Butin-Israeli et al., 2019; Chan et al.,
2019). Cette affection entraine une infiltration importante de polynucléaires neutrophiles
sécrétant des myéloperoxydases a l'origine d’'une production d'espéces réactives de
l'oxygene (Butin-Israeli et al., 2019; Piotrowski et al., 2020). Ce stress oxydatif est
génotoxique et peut entrainer des cassures du double brin d’ADN. On a démontré dans des
modeles murins que les VE libérées par ces neutrophiles transportent des ARNmi pro-
inflammatoires (miR-23a et miR-155) ainsi que des myelopéroxydases, des précurseurs
d’espéces réactives de l'oxygéne. On a également mis en évidence qu’il existait une
corrélation entre la production de VE, d’ARNmi pro-inflammatoires et le nombre d’altérations
de 'ADN, in vitro, et in vivo (Butin-Israeli et al., 2019). Ces anomalies génétiques sont
favorables au développement d’une tumeur maligne.

Les infections chroniques a Helicobacter pylori sont reconnues comme un grand facteur
de risque de développement de carcinome gastrique (Polakovicova et al., 2018). Les
exosomes issus de cellules gastriques infectées sont potentiellement porteurs du facteur de
virulence CagA de Helicobacter pylori. On a montré de plus que les exosomes sériques de
patients atteints d’infections a Helicobacter pylori favorisent I'expression des cytokines pro-
inflammatoires (voie IL-6/IL-1a)) dans les cellules épithéliales gastriqgues. On observe sur la
Figure 15 une sécrétion du récepteur IL-6 soluble qui fixe I'lL-6 en circulation et active ainsi
la voie IL-6/IL-1a : lI'inflammation chronique favorise le risque d’apparition de mutation (Y.
Chen et al., 2018).
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Figure 15 : Implication des exosomes dans la favorisation de I'inflammation chronique par
Helicobacter pylori (d’aprés Y. Chen et al., 2018)
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Une étude portant sur les exosomes dérivant de cholangiocytes rapporte que ces
derniers sont a l'origine d’un transfert de 'ARNInc H19 dans les hépatocytes, ce qui est
corrélé a une réduction de I'expression du Small heterodimer partner dans les hépatocytes,
favorisant ainsi les atteintes hépatiques cholestatiques et la fibrose. Ces derniéres peuvent
favoriser le développement d’atteintes tumorales comme le cholangiocarcinome et le
carcinome hépatocellulaire chez la souris et 'homme (X. Li et al., 2018). Le suivi de '’ARNInc
H19 exosomal sérique pourrait représenter un biomarqueur efficace des affections
cholestatiques, affections que I'on retrouve couramment dans le domaine vétérinaire.

Ces différents exemples illustrent I'importance des exosomes et leur implication dans
'entretien de conditions inflammatoires chroniques, et donc dans [linitiation du
développement tumoral.

e Communication paracrine et field cancerization

La communication intercellulaire est un facteur important de la progression tumorale.
Ainsi différentes études ont montré que les exosomes dérivés de tumeurs (TDE) peuvent
grandement améliorer le potentiel prolifératif, invasif et I'expression des marqueurs de
transitions épithélio-mésenchymateuse chez les cellules métastatiques moins agressives
(Qiao et al., 2019; Steenbeek et al., 2018).

Une étude s’intéressant au cancer pancréatique a montré que les TDE transportaient
'annexine A1, ce qui influencait le caractére métastatique de la tumeur, en entrainant sa
différentiation épithélio-mésenchymateuse, et donc augmentant sa mobilité (Pessolano et
al., 2018). En effet, on a montré que les cellules avec une perte de fonction du gene de
'annexine A1 manquaient de potentiel métastatique, mais que ce dernier peut étre rétabli
par I'action d’exosomes issus de souches sauvages, en induisant la dédifférenciation des
cellules. Une étude similaire sur le cancer du sein a montré que les exosomes de cellules
fortement métastatiques sont a l'origine de 'augmentation du potentiel invasif et migratoire
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des autres cellules tumorales, et que cet effet est di a la présence de miR-7641 au sein des
TDE (Shen et al., 2021).

Les TDE sont donc capables d’influencer fortement le potentiel prolifératif des cellules
malignes, mais la stimulation focale des tissus peut aussi concerner les cellules saines
(Abdouh et al., 2019; Dai et al., 2018; Wu et al., 2019).

Dans le cadre de la communication tumorale, le principe de field cancerization
correspond a lI'ensemble des changements morphologiques et/ou moléculaires de
'environnement tumoral, méme sans modification histologique évidente. Le développement
malin multifocal des tissus sains est intégré a ce principe.

Par exemple, 'ARNCcirc-100284 des lignées hépatiques transformées peut induire la
transformation maligne d’une lignée saine en accélérant le cycle cellulaire (Dai et al., 2018).
De maniére comparable, les TDE des cellules de cancer pancréatique peuvent reproduire
cet effet de transformation maligne (Servage et al., 2020; Stefanius et al., 2019).

L’absorption des TDE par les cellules saines est nécessaire a la transformation maligne,
des études in vivo ayant montré que des cellules saines exposées aux TDE sont a l'origine
de tumeurs sur des souris, validant ainsi le caractére tumorigéne des TDE (Dai et al., 2018
; C.-H. Wu et al., 2019 ; Abdouh et al., 2019 ; Servage et al., 2020).

Les TDE sont capables d’activer les voies de signalisation et d'induire des mutations des
cellules saines de I'environnement de maniére irréversible.

Ces études mettent en évidence le role des TDE dans la progression tumorale et leur
capacité a créer des cellules malignes semblables a la tumeur primaire. Cette capacité est
une voie de développement d’une hétérogénéité tumorale par l'intermédiaire de tumeurs
satellites, ce qui renforce la possible résistance thérapeutique (Dagogo-Jack et Shaw,
2018). Les TDE pourraient ainsi contribuer aux récidives tumorales aux marges
chirurgicales.

e Fibroblastes associés au cancer (CAF)

La progression tumorale est associée au remaniement de la matrice extracellulaire et a
la métastase du foyer primaire. Ce remaniement repose en partie sur I'activation des
fibroblastes associés au cancer (CAF). Ces cellules mésenchymateuses sont a I'origine d’'un
remodelage de la matrice extracellulaire et des voies de signalisation des facteurs de
croissance, ce qui induit une transition épithélio-mésenchymateuse (Ringuette Goulet et al.,
2018; Wang et al., 2020; Yang et al., 2019).

Les TDE des cellules de cancer vésical sécretent du facteur de croissance (TGF-B) a
l'origine de I'activation des fibroblastes en CAF, ce qui a pour effet de favoriser la transition
épithéliale, la croissance cellulaire et le potentiel invasif des cellules malignes vésicales
moins agressives (Goulet et al., 2019; Ringuette Goulet et al., 2018).

De maniere comparable, les TDE dans le cadre du cancer hépatique seraient a I'origine
de la libération de miR-1247-3p, un ARNmi capable d’activer les CAF par régulation de la
voie de signalisation intégrine/facteur nucléaire-xf3 (NF-x), ce qui favorise la métastase
pulmonaire (Fang et al., 2018).

De nombreuses études récentes relient CAF et transition épithélio-mésenchymateuse :
cancer du poumon et TDE issus de CAF (You et al., 2019), cancer du sein et ARNmi
exosomal (181d-5p)(Wang et al., 2020), cancers du tractus oral et TDE issus des CAF avec
'ARNmMI 34a-5p (Y.-Y. Li et al., 2018).
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Tous ces exemples illustrent de quelle maniére les CAF et leurs exosomes potentialisent
la progression tumorale en favorisant la dédifférenciation des tissus et donc leurs métastase
par action sur I'axe de transition épithélio-mésenchymateuse dans l'organe de la tumeur
primaire.

e Angiogenese

Le développement tumoral passe par une phase d’angiogenese importante, afin de
fournir les nutriments et I'oxygéne nécessaires aux besoins importants des cellules
tumorales.

L’étude de Pessolano sur les TDE pancréatiques marqués annexine Al+ a rapporté leur
capacité a induire la tubulogenése, un mécanisme indicateur de 'angiogenése (Pessolano
et al., 2018). On a également montré que deux ARNmi (miR-130a et miR-155) issus du
cancer gastrique favorisent 'angiogenése en ciblant les cellules endothéliales (H. Yang et
al., 2018).

Paradoxalement, ’hypoxie intervient aussi couramment dans le développement tumoral.
On a montré que la coculture de TDE obtenus en condition d’hypoxie avec des cellules
cancéreuses ovariennes résultait en une augmentation du temps de survie associé a un
efflux de cisplatine (molécule de chimiothérapie) dans les cellules tumorales. De plus cette
étude a montré que l'inhibition de la libération des exosomes, entrainait une amélioration de
I'efficacité du cisplatine avec augmentation de I'apoptose et diminution de la prolifération.
L’utilisation ciblée de protéines inhibitrices du cycle exosomal pourrait permettre d’améliorer
I'efficacité du traitement en limitant la signalisation induite par les VE (Dorayappan et al.,
2018)

e Echappement immunitaire et résistance

La capacité des tumeurs a échapper au systeme immunitaire est un levier majeur du
potentiel métastatique. Les exosomes sont impliqués dans le déficit du systeme immunitaire
inné comme adaptatif.

On a montré sur des lignées malignes de cancer du sein, de mélanome et de
glioblastome que les exosomes favorisaient la croissance tumorale en se liant sur les
lymphocytes T CD8+, inhibant leur fonction. De plus, on a montré que l'inhibition des
sécrétions exosomales contribuait de maniére significative au rétablissement de I'immunité
antitumorale des lymphocytes T (G. Chen et al., 2018; Ricklefs et al., 2018, p. 1; Y. Yang
et al., 2018, p.).

Une autre étude mettait en évidence que les TDE de cancer pancréatique diminuaient
significativement la production de deux cytokines, TNFa et INFy par les cellules NK, et
réduisaient la cytotoxicité des NK a I'encontre des cellules cancéreuses (Zhao et al., 2019).
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Les TDE peuvent aussi favoriser la résistance thérapeutique par lI'action des ARN
exosomaux. Différents exemples illustrent cette action.

o On a montré que les TDE amélioraient la résistance au témozolomide, un
traitement antitumoral du gliome, par transfert d'un ARNcirc, et par interaction
directe avec un ARNmi (Ding et al., 2020). Sur un modéle de souris atteinte
d’adénocarcinome pancreéatique, Binenbaum a montré que les exosomes de
macrophages transféraient le miR-365 dans les cellules tumorales, diminuant
ainsi I'activation de la gemcitabine et son effet thérapeutique (Binenbaum et al.,
2018).

o Enfin, concernant un cas plus spécifique de médecine vétérinaire, Troyer montrait
en 2017 que les TDE d'ostéosarcome, possédaient un potentiel protumorigene
dans les cellules T circulantes obtenus sur des chiens sains. En particulier ces
exosomes induisaient un effet immunosuppresseur sur CD4/8+, en réduisant leur
prolifération, mais aussi en favorisant la production de LT régulateurs (Troyer et
al., 2017).

e Métastase

Les sections ci-dessus décrivent comment les exosomes contribuent a la progression
tumorale et au potentiel métastatique. Les études illustrent que les exosomes servent de
véhicules pour promouvoir la migration et linvasion tissulaire, favoriser la transition
épithélio-mésenchymateuse, I'angiogenese et fournir une immunosuppression de
'environnement. L’hypoxie induite et 'augmentation des sécrétions exosomales associées
améliorent le potentiel métastatique (Meng et al., 2019).

En plus de ces roles, on a montré que les exosomes jouaient un réle important a distance
de la tumeur primaire en favorisant le développement de niches pré-métastatiques. Des
études ont souligné le réle de plusieurs molécules exosomales, dont les intégrines dans le
déterminisme du tropisme d’organes des métastases (Hoshino et al., 2015; Peinado et al.,
2012)

Le Tableau 8 reprend un ensemble de cas concernant les exosomes issus des cellules
malignes ou de I'environnement modifié autour de la tumeur primaire. Ces exosomes
représentent des acteurs majeurs du développement tumoral en agissant sur les leviers de
linflammation, de la communication intercellulaire, de I'angiogenése ou encore de la
résistance thérapeutique et immunitaire dans le cadre de différentes atteintes malignes. I
reste toutefois encore de nombreuses données a éclaircir concernant les mécanismes
impliqués afin de pouvoir envisager de nouvelles possibilités en termes thérapeutiques.
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Tableau 8 :

Fonctions exosomale et développement tumoral (d’aprés Stefanius et al., 2021)

Processus Pathologie/Cellule parentale Facteur exosomal Effet

Conditions IBD, PMN MPO ROS, DSB

précancéreuses miR-23a DSB
Fibrose hépatique, HSC GLUT1, PKM2 Activation des HSC et favorisation de la fibrose
Atteinte cholestatique hépatique, ARNInc H19 Diminution de SHP dans les hépatocytes et
cholangiocytes favorisation des atteintes cholestatiques
Hépatite C chronique, hépatocytes miR-192 Activation des HSC et favorisation de la fibrose

Infection a Helicobacter pylor , cellules
épithéliales gastriques

Il-1a par voie IL-6/sIL-
B6R

Inflammation chronique

Progression et
métastase Field
cancerization

Cellules hépatiques transformées

ARNcirc-100284

Transformation de cellules hépatiques saines (L-02)

Cellules pancréatiques

N/A

Transformation de cellules 3T3

Cellules tumorales vésicales

Activation de UPR

Transformation de cellules SV-HUC

Cellules tumorales cancer colorectal

Transfert ADN et ARN

Transformation de fibroblastes BRCA1-KO

Communication
paracrine

Cellules agressives mélanome B16F10

ARN et protéines

Accroissement du potentiel invasif lignée moins
métastatique B16F1

paracine et
angiogénése

PaCa-2

intertumorale |Cellules tumorales pulmonaires haut HGF Induction de la EMT d'une lignée faiblement
potentiel métastatique 95D métastatique 95C
Cellules tumorales pancréatiques, MIA ANXA1 Induction de la EMT et récupération du potentiel
PaCa-2 métastatique de la lignée ANXA1 KO MIA PaCa-2
Cellules tumorales ovariennes (hypoxie) STAT3/Rab Progression, chimiorésistance de cellules
cancéreuses ovariennes
Cellules HCC miR-93 Favorisation de la prolifération du HCC
Communication |Cellules tumorales vésicales TGFB Activation des fibroblastes en CAF
paracrine et Cellules HCC hautement métastatiques miR-1247-3p Activation des fibroblastes en CAF
fibroblastes CAF Snaill Favorisation de la EMT dans les cellules tumorales
associés au pulmonaires
cancer CAF miR-181d-5p Favorisation de la EMT, prolifération et inhibition
de l'apoptose de cellules tumorales mammaires
CAF miR-34a-5p Favorisation de la EMT de cellules tumorales du
tractus oral
CAF TGFB1 Favorisation de la souche tumorale dans le cancer
colorectal
Communication |Cellules tumorales pancréatiques, MIA ANXA1 Induction de la tubulogénése dans les HUVEC

Cellules tumorales gastriques, SGC7901

miR-130a et miR-155

Induction de I'angiogénése dans les HUVEC

Cellules carcinome a cellules squameuses
hypoxigues

N/A

Favorisation de la prolifération, migration,
invasivité et tubulogénése dans les HUVEC

Cellules carcinome squameux EPHB2 Favorisation de lI'angiogénése dans les HUVEC
Communication |Cellules tumorales mammaires PD-L1 Inhibition de la réponse T CD8
paracrine et Cellules métastatiqgues mélanome PD-L1 Inhibition de la réponse T CD8
échappement  |Cellules glioblastome PD-L1 Inhibition de la réponse T CD8 et CD4
immunitaire Cellules tumorales pancréatiques Facteurs de régulation|Dysfonction des celllules NK et de la cytoxicité
immunitaires envers les cellules souches tumorales
Gliome ARNCcirc NF IX Amélioration de la résistance au temozolomide
Cancer colorectal, RKO/R p-STAT3 Résistance au 5-flucrouracil dans les cellules
sensibles RKO/P
Macrophages associés au tumeurs miR-365 Réduction de I'activation de la gemcitabine dans les

cellules du PDAC

ANXA1 : Annexine 1 ; CAF : Cancer associated fibroblast ; CRC : Cancer colorectal ; DSB : Cassures double brin d’ADN
; EMT : Transition épithélio-mésenchymateuse ; EPHB2 : Ephrin type-B receptor 2 ; GLUT : Transporteur glucose ; HCC :
Carcinome hépatocellulaire ; HCV : Virus hépatite C; HGF : Hepatocyte growth factor; HSC : Cellules stellaires
hépatiques ; HUVEC : Souche de cellules de la veine du cordon ombilical ; IBD : Maladies inflammatoires de l'intestin ; IL :
Interleukine ; MET : Transition mésenchymo-épithéliale ; MPO : Myéloperoxidase ; NK — Natural killer cells ; PDAC :
Adénocarcinome pancréatique ; PD-L1: Programmed death ligand PKM: Pyruvate kinase musculaire; PMN

Polynucléaire neutrophils ; pSTAT : Phospho signal transducer and activator of transcription 3 ; ROS : Espéces réactives
en oxygene ; SHP : Small heterodimer partner ; SV-HUC : Souche de cellules urothéliales humaines ; TGF : Tumor growth
factor ; UPR — Unfolded protein response
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B. Affections neurologiques

Les études concernant les atteintes du systéme nerveux central sont peu nombreuses
en médecine vétérinaire mais elles se multiplient concernant les atteintes
neurodégénératives en medecine humaine, notamment pour la maladie d’Alzheimer ou
encore Parkinson (Rastogi et al., 2021).

Dans le cadre de la maladie d’Alzheimer, I'expression clinique est associée a deux
éléments biologiques (Figure 16) : d'une part la formation de plaques de B-amyloide (AR),
un peptide qui provient du clivage de la protéine précurseur de 'amyloide (APP) par les B
et y-sécrétases (Figure 16.A) ; d’autre part, la formation d’enchevétrements neurofibrillaires
provenant de modification de la protéine Tau associée aux microtubules (Figure 16.B)
(Sheppard et Coleman, 2020).

Figure 16 : Marqueurs pathologiques de la maladie d’Alzheimer (d’aprés Rastogi et al.,

2021)
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Des études rapportent que les exosomes transportent des APP et différents produits
issus de leur clivage, dont les AB. lls pourraient donc agir comme veéhicules du transfert
inter-neuronal de ces protéines (Sardar Sinha et al., 2018). Dans le cas de la maladie
d’Alzheimer, on a observé une perte de fonction du systeme lysosomal et une diminution
des fonctions de recyclage cellulaire avec modification de la protéine Apo E4. En
conséguence, la libération d’exosomes porteurs de protéines anormales était augmentée et
la maladie diffusait plus rapidement (Rastogi et al., 2021).
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Concernant la protéine Tau, la plupart des protéines retrouvées dans les fluides
extracellulaires contiennent une protéine Tau tronquée qui ne s’agglutine pas avec les
microtubules (Kanmert et al., 2015). Les protéines Tau agglutinantes sont sécrétées dans
les exosomes ou les neurones. La forme compléete responsable de la maladie ne se retrouve
gu’en faible proportion dans les exosomes, toutefois plus importante que dans les fluides
biologiques. Les exosomes pourraient étre des vecteurs majoritaires de dissémination
interneuronale de cette protéine (Guix et al., 2018).

Parallélement, des études ont montré un intérét croissant dans I'implication de certains
ARNNc exosomaux et leur fonction régulatrice des génes impliqués dans la maladie
d’Alzheimer. Par exemple, les ARNmi 20a, 106a, 106b et 17-5p entrainerait une sous-
expression du gene APP et donc une moindre production de la protéine associée (Hébert
et al., 2009) ; I'expression diminuée des miR-29a et 29b-1 chez les patients atteints serait
corrélée a une plus forte expression du gene BACEL, qui encode la B-sécrétase, productrice
de AB (Faghihi et al., 2008; Hébert et al., 2009). D’autres ARNnc ont été identifiés chez les
malades (Absalon et al., 2013; Jayadev et al., 2013).

La maladie de Parkinson est la seconde maladie neurodégénérative la plus courante
avec Alzheimer. Elle est associée a une perte de neurones dopaminergiques dans la
substantia nigra (J. Ma et al., 2019). Ce processus est caractérisé entre autres par une
agrégation de protéines a-synucléines (a-syn), et la présence de corps de Lewy (Figure
17). Cette protéine a-syn est nécessaire a la libération des neurotransmetteurs ; elle joue
un réle dans le trafic intercellulaire, en facilitant 'association avec les complexes SNARE
(Alvarez-Erviti et al., 2010). Elle est normalement recyclée dans le systéme autophagique
lysosomal. Toutefois des mutations du géne PARK-LRRK2 entrainent un défaut de la
machinerie lysosomale et de la méme maniere que pour la maladie d’Alzheimer, une
redirection des MVB contenant a-syn vers la membrane (Paisan-Ruiz et al., 2013). La
machinerie exosomale sert alors d’auxiliaire au mécanisme de dissémination de la maladie.

Certains ARNNnc sont impligués dans le réseau pathogénique de la maladie de
Parkinson. Par exemple 'augmentation de miR-126 conduit & de la neurotoxicité (W. Kim et
al., 2016) et celle de miR-161 régule négativement I'agrégation a-syn (Zhang et Cheng,
2014). De plus une diminution de I'expression de miR-133b et miR-153 a été associée a
'expression de la maladie. En temps normal miR-133b participe a linduction de la
croissance axonale, et inhibe I'expression de a-syn (Niu et al., 2016). Quant a miR-153, il
réduit I'activation de p38 et donc les signaux apoptotiques (Fragkouli et Doxakis, 2014).
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Figure 17 : Marqueurs pathologiques de la maladie de Parkinson (d’aprés Rastogi et al.,
2021)
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Les exosomes sont fortement impliqués dans les maladies neurodégénératives. De fait
nombre de ces maladies reposent sur I'accumulation de composants délétéres au sein du
systeme nerveux central, composants qui devraient physiologiquement étre recyclés par les
voies lysosomale et protéasomale. La biogenése exosomale étant située au carrefour de
ces voies meétaboliques, les exosomes représentent alors un enjeu majeur dans la
compréhension et la gestion de ces maladies.
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On rapporte I'implication des exosomes dans d’autres affections neurologiques, comme
la maladie d’Huntington, la sclérose latérale amyotrophique, lesaccidents vasculaires
cérébraux, I'épilepsie ou encore les atteintes traumatiques craniennes et de la moelle
épiniere (Rastogi et al., 2021; Xiao et al., 2021).

On a montré sur un modele murin de status epilecticus, une modification des voies
ESCRT dépendante et ESCRT indépendante. Une augmentation de la production
exosomale est visible deux semaines aprés le status epilepticus (Batool et al., 2019). On
observe également une modification des profils en ARNmi. Dans une étude d’épilepsie
chronique chez le rat, on met en évidence une diminution de miR-346 et miR-331-3p, ces
deux ARN modulant les mécanismes GABA et mTOR dépendants, qui agissent notamment
dans la transmission synaptique et le maintien de ’'homéostasie (Gitai et al., 2020).

C. Affections cardiovasculaires

On sait qu'’il existe une médiation exosomale entre les différentes cellules du cceur et
que l'on retrouve des exosomes d’origine cardiaque dans la circulation systémique (Beltrami
et al., 2017; Emanueli et al., 2016; Pironti et al., 2015). On observe ainsi une modification
du nombre et du contenu des exosomes circulants dans le cadre de différentes atteintes
cardiovasculaires, telle que la fibrose, I'athérosclérose, linsuffisance cardiaque, les
infarctus ou encore les hypertrophies (Henning, 2021)

Pour reprendre quelques exemples, en cas de fibrose cardiaque les mécanismes de
remodelage sont liés aux voies TGF, NF-k ainsi que les voies Wnt. Or ces molécules sont
en partie véhiculées par les exosomes. Par exemple, les exosomes porteurs de deux
protéines, Wnt3a et Wnt5a, agissent sur la fibrose cardiaque : la voie Wnt3a est a I'origine
d’'une activation de la réponse dépendante de la B-caténine impliquée dans la fibrose ;
Wnt5a induit I'activation de la voie profibrosante IL-6 (Dziato et al., 2019). On a de plus mis
en évidence chez des souris que la sous-expression de la voie B-caténine est a l'origine
d’'une diminution des effets profibrosants (Xiang et al., 2017). Les exosomes porteurs des
molécules liées au remodelage cardiaque comme Wnt sont donc des potentiels acteurs de
la progression de la fibrose.

En cas d’athérosclérose, on pense que les exosomes participent aux processus de
régulation de I'intégrité de l'intima, notamment par le biais de certains ARNmi. On rapporte
gue miR-712 et miR-205 sont a I'origine d’'une régulation de métalloprotéinases, entrainant
ainsi inflammation, hyperperméabilité vasculaire, et migration des cellules musculaires
lisses dans ces zones d’hyperperméabilité (Kumar et al., 2014). D’autres ARNmMI
interviennent en tant que facteurs athérogenes, miR-23b diminue la prolifération
endothéliale, miR-92a et 205 favorisent I'inflammation, miR-155 diminue la synthése
d’oxyde nitrique et miR-221/222 favorisent la calcification vasculaire (Henning, 2021).

Dans le cadre de l'hypertrophie cardiaque, un sujet qui touche aussi le monde
vétérinaire, des études suggerent que I'angiotensine Il stimule la libération d’exosomes par
les fibroblastes cardiaques. Ces derniers agissant sur les cardiomyocytes, augmenteraient
I'hypertrophie cardiaque par altération de I'expression génique (Lyu et al., 2015). Dans
'étude de Yu, les exosomes issus des cardiomyocytes hypertrophiés produisaient I'lL-6 et
I'IL-8 et favorisaient I'inflammation localement (Yu et al., 2020). L’analyse transcriptomique
permettait de mettre en évidence une différence de 7 ARNmi dans le contenu exosomal des
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cardiomyocytes hypertrophiés, dont miR-155 qui intervient dans la régulation de différentes
voies kinases et dans l'initiation de I'inflammation par les macrophages.

Le cargo exosomal joue un rdle critique dans la régulation de nombreuses maladies
cardiovasculaires grace au transport de molécules de signalisation. On retrouve dans la
Figure 18 un grand nombre de protéines et dARNmi véhiculés par les exosomes au sein
du systeme cardiovasculaire, ayant des effets bénéfiques ou neutres (vert) et ceux exercant
un contrble délétere quant au développement de ces maladies (rouge).

Figure 18 : Implication des exosomes dans les affections cardiovasculaires (Guo et al.,

2020)
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Ang-1 : Angiopoiétine 1 ; CCL : chemokine ligand ; HIF : Hypoxia-inducible factor 1-alpha ; HIPK : Homeodomain-
interacting protein kinase ; HSP : Heat shock protein ; IL : Interleukine ; ILK : Integrin-linked kinase ; NOS : Oxyde
nitrique synthase ; VEGF : Vascular endothelial growth factor

Les exosomes de par leur distribution ubiquitaire, et leur potentiel vectoriel systémique
sont des acteurs importants de la pathogénie des affections cardiaques. lls servent souvent
de messagers moléculaires dans le cadre de ces affections et sont a 'origine de certaines
modifications phénotypiques secondaires des cellules atteintes.

La diversité des réles joués par les exosomes dans la régulation des dysfonctions
cardiagues est bien trop large pour étre exhaustivement étudiée dans notre thése. On
retrouve toutefois dans la littérature des publications visant & compiler ces données (Guo et
al., 2020; Henning, 2021; Jadli et al., 2021; Q. Liu et al., 2021) et (Tableau 9).
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Tableau 9 : Protéines et ARNmi exosomaux impliqués dans les maladies cardiovasculaires
(d’aprés Q. Liu et al., 2021, liste non exhaustive)

Pathologies cardiovasculaires  Cargo exosomal

Fibrose cardiaque

Pathologies
Ischemiques

ILésions
d'ischémie/reperfusion

Insuffisance cardiaque
Infarctus du myocarde
Hypertrophie cardiaque

WNT5a, TNF-a, let7-¢, miR-19a, miR-21, miR-22,
miR-132, miR-144, miR-146a, miR-181b, miR-210,
miR-221, miR-294, ARNInc NONMMUT022555

ARNInc SRA1 ,ARNInc  Mhrt, circ 000,203, circActa2
KLF5, miR-9—5p, miR-20b, miR-92a-3p, miR-128,
miR-146a, miR-155, miR-155-5p, miR-221, miR-
222, miR-223, miR301a-5p, miR-3129-5p, miR-320,
miR-320d, miR-339, ARMInc GASS

HSP70, miR-21, miR-126,

miR-34a, miR-192, miR-194, miR-92b, miR-146a
miR-133a, miR-146a, miR-155, miRNA-214
HSP20, miR-21, miR-200a
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D. Affections rénales

Les exosomes et vésicules extracellulaires interviennent sur les meécanismes
régulateurs de la physiologie rénale et au méme titre que pour les autres appareils de
l'organisme contribuent a la propagation et a I'extension des maladies rénales. Les
exosomes sont impliqués a plusieurs niveaux dans les maladies rénales, comme indiqué
sur la Figure 19 : du glomérule jusqu’au tube collecteur, ils agissent en grande partie sur la
modulation immunitaire et donc les mécanismes inflammatoires.

Figure 19 : Implication des exosomes dans les affections rénales (d’aprés S. A. Lee et al.,
2021)
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e Atteintes glomérulaires

Dans les atteintes glomérulaires, les dommages tubulaires et la fibrose sont les
principaux mécanismes s’inscrivant dans le développement terminal de la maladie. On a
montré que les VE dérivant des podocytes Iésés sont porteurs d’ARNmi et peuvent induire
'apoptose de I'épithélium tubulaire (Jeon et al., 2020). On a ainsi mis en évidence une
surexpression de 63 ARNmi dans ces podocytes, et parmi ces ARN, miR-424 et 149,
vectorisés par les VE, sont a l'origine de l'apoptose tubulaire. Les ARNmMi exosomaux
contribuent ainsi au développement des lésions tubulaires dans les atteintes glomérulaires.

Par ailleurs, on a vu que physiologiquement, une exposition trop forte au glucose induit
une augmentation de la production vésiculaire au niveau des podocytes (Munkonda et al.,
2018). Ainsi, dans les contextes de néphropathies diabétiques, ou globalement
d’hyperglycémie, on a montré sur un modéle murin que I'’hyperglycémie induit une
production de VE par les podocytes, ce qui a pour conséquence d’induire une fibrose
tubulaire par phosphorylation (Burger et al., 2014; Munkonda et al., 2018). Dans ce méme
cadre, on a montré que I'exposition au glucose des cellules épithéliales glomérulaires est a
l'origine d’'une sécrétion exosomale accrue, sécrétion participant a la différentiation
mésenchymateuse des podocytes et donc la dysfonction du filtre glomérulaire (Wu et al.,
2017).

e Inflammation tubulo-interstitielle

L’inflammation tubulo-interstitielle est une composante commune des affections aigles
comme chroniques. On a mis en évidence une augmentation significative de la production
de miR-19b-3p dans les exosomes dérivant des cellules tubulaires épithéliales dans un
modéle d’insuffisance rénale aigie. Cet ARNmi est a l'origine d’'une activation des
macrophages et favorise linflammation des tubules (Lv et al.,, 2020). De maniére
comparable le transfert exosomal de 'ARNm codant la chimiokine CCL2 favorise
directement l'inflammation tubulo-interstitielle.

e Lithiases rénales

Les VE seraient par ailleurs impliqués dans les affections lithiasiques. On a mis en
évidence que la sécrétion exosomale dans les tubules rénaux est modifiée par la
concentration en oxalate dans le milieu. Réciproquement, les exosomes macrophagiques
peuvent induire I'activation et la migration des cellules immunitaires par exposition aux
oxalates de calcium, en augmentant notamment la production d’IL-8 (Singhto et al., 2018;
Singhto et Thongboonkerd, 2018). De plus ces exosomes présentent une capacité accrue
a fixer les oxalates en circulation, et pourraient ainsi favoriser I'invasion de l'interstitium rénal
et les dépébts lithiasiques. L’étude approfondie des exosomes dans le développement de
ces phénoménes lithiasiques représente un enjeu important pour le monde vétérinaire
également.

e Fibrose rénale

Enfin on a mis en évidence que les VE jouent un rdéle important dans le mécanisme de
fibrose, sur de nombreux organes, dont le rein. La fibrose est la modification pathologique
terminale des atteintes glomérulaires et tubulaires. Ainsi différents ARNmi favorisent ce
processus biologique, les miR-21 et miR-192 impactent la fibrose tubulaire, tandis que le
miR-34a favorise la fibrose glomérulaire (S. A. Lee et al., 2021).
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On observe que les modifications de I'environnement rénal sont a l'origine d’une
modification de la production d’exosomes par les cellules du néphron. Le bagage exosomal
altéré entraine des modifications phénotypiques du parenchyme rénal, en favorisant
inflammation et fibrose des cellules du tractus urinaire.

Les exosomes sont alors impliqués dans de nombreuses maladies du systeme urinaire :
lupus, glomérulosclérose, insuffisance rénale aiglie (sepsis ou ischémique), néphropathies
diabétigues, insuffisance rénale chronique ou encore polykystose rénale (Thongboonkerd,
2019).

E. Maladies infectieuses

Les exosomes participent activement aux mécanismes de défense immunitaire. On les
retrouve ainsi impliqués dans les processus infectieux selon différentes modalités. lls
peuvent intervenir comme vecteurs moléculaires pour les agents infectieux, soit directement
par sécrétion vésiculaire par les agents eux-mémes ou indirectement par le biais des
cellules infectées (Hosseini et al., 2013; Schorey et Harding, 2016).

L’implication des vésicules dans ces contextes d’infections virales a été assez
intensivement étudiée, notamment du fait de points communs entre virus et exosomes. En
effet, le complexe ESCRT est impliqué dans la biogenese de ces deux types de particules.
Le contenu exosomal se retrouve souvent modifié lors d’infections (Urbanelli et al., 2019).
Les exosomes peuvent donc faciliter la réplication virale et sa transmission en transportant
le code génétique viral et les protéines associées au virus (Urbanelli et al., 2019).

Les exosomes sont impliqués dans les mécanismes de modulations de I'immunité au
bénéfice ou au détriment de I'organisme. Sur la Figure 20, on peut observer différents
processus impliguant des molécules issues de pathogénes et véhiculées par la voie
exosomale ou la voie vésiculaire. On observe par exemple les protéines Negative
Regulatory Factor (Nef) pour le virus de 'immunodéficience humaine (HIV) et la galectine-
9 pour le virus Epstein-Barr, toutes deux a l'origine d’'une apoptose des lymphocytes T
CD4+. Concernant le HIV, on a montré que les tétraspanines CD63 et CD81 exosomales,
participent au bourgeonnement et a la dissémination virale (Hosseini et al., 2013). Aussi en
addition a la protéine Nef, la protéine Gag, elle-aussi transportée par les exosomes infectés,
est a 'origine d’'une apoptose de lymphocytes in vitro (Caobi et al., 2020). D’autres exemples
sont rapportés dans la littérature, comme la rage (J. Wang et al., 2019), Zika (Zhou et al.,
2019) ou encore le virus de I'hépatite C (Ramakrishnaiah et al., 2013 et Figure 21).

On a par ailleurs mis en évidence I'implication des exosomes dans les processus
d’infections parasitaires, comme pour Leishmania donovani chez la souris. Dans les cas de
leishmaniose viscérale, on retrouve une modification du profil sérique en lipoprotéines et
cholestérol. En effet un taux élevé de cholestérol sérique est associé a une plus forte
résistance a l'infection. Or on a montré la capacité des exosomes issus de Leishmania a
modifier I'activité de miR-122 dans les cellules hépatiques (Ghosh et al., 2013). Les
exosomes du parasite sont porteurs de 'enzyme gp63, qui cible Dicerl, empéchant ainsi la
formation de miR-122 et réduisant le métabolisme du cholestérol.

Les exosomes sont ainsi décrits dans de nombreux mécanismes agissant sur 'apoptose
des cellules immunitaires, la régulation de la réponse inflammatoire, la réduction de
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I'efficacité des cellules immunitaires ou méme dans la susceptibilité infectieuse des cellules
de l'organisme.

Figure 20 : Modulation de la réponse immunitaire par les vésicules extracellulaires (d’aprés
Schorey et Harding, 2016)
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3. Exosomes et biomarqueurs

L’une des limites des techniques de dépistage repose sur la non-accessibilité des tissus
et organes endommagés. Des biomarqueurs circulants sont utilisés dans la détection de
nombreuses maladies, toutefois ces marqueurs usuels présentent parfois I'inconvénient de
ne pas rapporter de maniére suffisamment précoce les dysfonctions organiques.

Les exosomes semblent étre le reflet de I'expression clinique de nombreuses maladies,
mais aussi des cellules qui en sont affectées. Les protéines et les ARN transportés se
retrouvent dans la circulation systémique et peuvent alors étre utilisés a des fins
diagnostiques. Dans la littérature, de nombreuses études s’intéressent déja aux exosomes
circulants en tant que biomarqueurs qui s’inscrivent dans la notion de « biopsie liquide »
(Revenfeld et al.,, 2014). Ce concept de « biopsie liquide » regroupe I'ensemble des
examens sanguins qui permettent d’étudier des affections sans avoir recours a des
examens plus invasifs.

A. Biomarqueurs néoplasiques

Les exosomes et VE sont étudiés dans de nombreux cas de cancers : les cancers
pulmonaires (Rabinowits et al., 2009), prostatiques (Li et al., 2020), colorectaux (Ogata-
Kawata et al., 2014) ou encore ovariens (Taylor et Gercel-Taylor, 2008). Contrairement aux
fragments d’ADN ou d’ARN circulants, les exosomes présentent I'avantage d’avoir un
bagage encapsulé et mieux protégé des potentielles altérations par le milieu (Figure 21).

Ainsi I'étude plus spécifique du cargo moléculaire en plus des examens habituels
permettrait d’'améliorer les informations obtenues sur les tumeurs. Parmi les composants du
bagage exosomal, les recherches s’intéressent au dosage et au suivi des protéines et ARN,
présentant comme avantages respectifs d’étre accessibles et stables sous forme
encapsulée.

Figure 21 : Biomarqueurs issus du cargo exosomal (modifié de Urabe et al., 2020)
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e Modele diagnostique unique

Le miR-21 est décrit comme marqueur de différentes atteintes malignes. En effet selon
Tanaka et son equipe (2013), I'expression de miR-21 est augmentée dans le sérum de
patients atteints de carcinome cesophagien, mais elle est encore plus modifiée dans le cargo
exosomal. Le dosage de cet ARN dans ce contexte permet par ailleurs de distinguer les
stades plus avancés de la maladie.

On observe de pareilles modifications dans le cadre du carcinome hépatocellulaire. En
effet le taux de miR-21 exosomal est significativement plus élevé chez les patients avec une
atteinte maligne comparativement a des patients sains ou atteints d’'une maladie
inflammatoire comme I'hépatite B (Wang et al., 2014).

Ainsi le miR-21 représente un candidat au fort potentiel pour la détection précoce des
tumeurs malignes. Une méta-analyse de 26 études a mis en évidence que le dosage du
miR-21 exosomal permettait d’obtenir de bonnes données de sensibilité/spécificité de
détection dans plusieurs cas de cancer, dont les cancers gastriques, pancréatiques,
digestifs ou encore pulmonaires (Tableau 10).

Tableau 10 : Performance diagnostique de miR-21 exosomal (d’aprés F. Liu et al., 2021)

Sensibilité (1C a 95%) Spécificité (IC a 95%)

Type de cancer

Digestif
Pancréatique
Adénocarcinome
pancréatique
Gastrique
Mammaire
NSCLC

Autres
Global

0,77 (0,68 ; 0,84)
0,85 (0,71; 0,93)

0,76 (0,68 ; 0,84)
0,65 (0,53 ; 0,75)
0,76 (0,58 ; 0,89)
0,70 (0,64 ; 0,77)
0,71 (0,65 ; 0,78)
0,76 (0,70 ; 0,81)

0,78 (0,71 ; 0,84)
0,84 (0,69 ; 0,92)

0,74 (0,61 ; 0,85)
0,77 (0,65 ; 0,87)
0,85 (0,69 ; 0,95)
0,78 (0,64 ; 0,88)
0,87 (0,79 ; 0,92)
0,82 (0,77 ; 0,87)

NSCLC : Non small cell lung cancer

L’ARNmi exosomal représente ainsi un bon marqueur pour le suivi des atteintes
tumorales, mais l'utilisation d'un ARNmi unique n’apporte pas nécessairement toutes les
données désirées. Par ailleurs, certaines études s’appuient uniquement sur la culture in vitro
de lignées tumorales. Pour pouvoir transposer ces résultats a un contexte clinique, la
multiplication ou le croisement de différents marqueurs autoriserait une meilleure
détermination des paramétres de suivi. Par exemple, la combinaison d’'une analyse
cytologique au dosage de miR-21 dans le cadre de 'adénocarcinome pancréatique permet
d’obtenir une sensibilité de 93%, plus forte que le dosage de 'ARNmi seul (F. Liu et al.,
2021).
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e Biomarqueurs plasmatiques

Cette partie s’appuie sur I'étude de différents ARNmi dans le cadre du cancer du
poumon, mais on retrouve des observations comparables dans d’autres atteintes.

Concernant le cancer des poumons, un modéle diagnostique basé sur deux ARNmi
(miR-1268b et 6075) a été proposé et rapporte des hauts niveaux de spécificité et sensibilité
(jusqu’a 99%), indépendamment du type histologique ou du stade du cancer. On a montré
par ailleurs que les taux dARNmI diminuent apres résection chirurgicale, quand elle est
possible, suggérant une implication de ces exosomes dans le développement de la maladie
(Asakura et al., 2020a).

L’étude des ARNmi permettrait par ailleurs de détecter rapidement les sous-types de
malignité, et d’identifier les cellules tumorales susceptibles de présenter des résistances
thérapeutiques. Zheng et son équipe ont mis en évidence que deux ARNmi (miR-1246 et
miR-96) étaient significativement augmentés dans les cas de cancer du poumon non a
petites cellules. De plus le taux de miR-96 était significativement plus élevé chez les patients
présentant un cancer radio-résistant mais était aussi corrélé a I'importance de l'invasion
vasculaire et a des taux de survie plus faibles (Zheng et al., 2021).

Ces différentes informations mises en association, on peut observer que I'étude de pool
d’ARNmi exosomaux et/ou totaux révele un potentiel suffisant pour diagnostiquer des
affections malignes, en fournissant par ailleurs des informations capitales quant au type
tumoral et aux possibilités thérapeutiques pour lutter contre cette atteinte. Toutefois on peut
observer certaines limites quant au croisement de ces études. Plusieurs ARN différents
apportent des informations significatives en termes de diagnostic, de pronostic, de
pathogénie ou encore de thérapeutique, mais le recoupement de ces informations nécessite
une concordance des conditions pré-analytiques en amont, et une adaptation pour le
dosage en clinique en aval.

e Biomarqueurs urinaires

On retrouve par ailleurs dans la littérature l'utilisation d’exosomes urinaires pour la
détection de tumeurs malignes.

Ainsi dans le cadre du cancer prostatique, on a mis en évidence que trois ARNmi (miR-
21, miR-375 et let-7c) étaient significativement augmentés dans les exosomes urinaires
chez les individus malades. Par ailleurs la combinaison de miR-21 et miR-375 permettait
d’obtenir de bonnes valeurs prédictives quant a la détection du cancer (Foj et al., 2017).

Comparativement I'étude de Zhuo Li sur les ARNmi exosomaux urinaires a révélé une
expression modifiée de quatre ARNmi (miR-375, miR-451a, miR-486-3p et miR-486-5p).
Cette combinaison permettait d’obtenir une sensibilité de 91% et une spécificité de 89%
pour la détection de cancers prostatiques. Cette étude souligne par ailleurs la possible
utilisation de miR-375 en combinaison avec miR-451a pour distinguer cancer prostatique et
hyperplasie bégnine. Enfin miR-375 permettrait de faire la distinction entre cancer
prostatique localisé, et sa forme métastasée (Li et al., 2021).

Les auteurs soulévent toutefois des disparités de résultats concernant les dosages de
mMiR-375 ; selon les études, miR-375 serait sous exprimé, ou surexprimé. Cette anomalie
pourrait étre liée a des différences de méthodes d’analyses, une non concordance entre les
cohortes, ou encore due au caractére fluctuant de miR-375, qui pourrait a la fois intervenir
comme oncogene ou comme oncosuppresseur.
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Pour étudier le pronostic associé au cancer prostatigue, une autre étude a mis en
évidence la surexpression de trois ARNmi chez les patients présentant une récurrence
biochimique, c’est-a-dire une rechute. Parmi ces derniers, miR-532-5p est le marqueur
significativement associé a une récurrence du cancer (Kim et al., 2021). Il pourrait donc
servir de marqueur pronostique négatif du cancer prostatique apres résection chirurgicale.

e Combinaison de marqueurs et oncologie comparative

Dans le cadre du cancer du sein, le miR-7641 a été identifié dans les processus de
progression tumorale et d’apparition métastatique par communication intercellulaire. Il est
particulierement élevé chez les patients atteints de cancer du sein avec métastases
comparativement aux patients sans métastases. De plus, il apparait que cet ARNmi permet
de distinguer les populations d’individus présentant des métastases a distance, alors que
dans cette méme étude des marqueurs usuels (I'antigéne carcinoembryonnaire et I'antigéne
tumoral 15-3) ne le permettaient pas. L'utilisation de miR-7641 comme marqueur prédictif
non invasif du cancer du sein semble prometteuse (Shen et al., 2021).

Des méthodes récentes permettent par ailleurs de doser certaines protéines de surfaces
(CD44, CD9 et EpCAM) et de faire la distinction entre plusieurs sous-types tumoraux in vitro
(Y. Wang et al., 2021). La particularité de cette étude repose sur le fait que la méthode par
spectrométrie de masse permettrait de distinguer deux souches de cellules cancéreuses en
dosant les protéines de surface exosomale : d’'une part la lignée MCF-7, correspondant aux
cancers exprimant des récepteurs hormonaux cestrogénique et progestéronique ; d’autre
part la lignée MDA-MB-231, ne possédant pas ces récepteurs. Les cellules parentales
présentent des profils protéiques similaires pour ces trois marqueurs alors que leurs
exosomes présentent des profils différents.

Dans le cadre de I'étude des biomarqueurs de cancer, il est intéressant de rechercher
des modéles de maladies spontanées chez I'animal, suffisamment proches des maladies
rencontrées chez ’humain.

En 2018, I'étude d’une lignée cellulaire de cancer mammaire canin a permis de mettre
en évidence des différences de profils ARN entre exosomes de cellules tumorales et cellules
saines. Les profils different pour plus de 300 ARNmi avec des surexpressions et des sous-
expressions diverses. Plus particulierement cette étude soutient ['utilisation potentielle
comme biomarqueurs de trois ARNmi présentant des variations plus importantes (miR-18a,
miR-19a et miR-181a)(Fish et al., 2018). Par ailleurs, ces derniers sont aussi impliqués dans
la pathogénie du cancer, notamment en intervenant sur I'expression du récepteur
cestrogénique ESR1a.

Ces recherches s’intéressent aussi a I'étude du cargo des exosomes comparativement
aux ARNmi libres : des disparités existent entre ces deux pools.

Pour exemple, on a montré que les taux de miR-214 et miR-126 libres représentaient
des marqueurs potentiels de cancer mammaire canin et qu’ils étaient tous deux augmentés
dans ce cas (Heishima et al., 2017). Paradoxalement, I'étude de Fish met en évidence au
sein des exosomes une augmentation de miR-126 mais une diminution de miR-214. Cette
divergence reposerait sur une sécrétion de cet ARNmi par d’autres lignées malignes, ou
d’une hétérogénéité des profils ARN entre cellules tumorales, exosomes et pool circulant.
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Ces observations mettent ainsi en évidence le fort potentiel d'utilisation de I'’ARN
exosomal comme biomarqueur de cancers avec toutefois comme bémol, la nécessité de
déterminer les mécanismes impliqués dans les disparités entre cellules tumorales,
exosomes et pool d’ARN circulant.

e Biomarqueurs en oncologie vétérinaire

Concernant le domaine vétérinaire, on retrouve peu d’études spécifiquement dédiées a
la pathologie animale.

Dans le cadre de I'ostéosarcome canin, une étude protéomique concerne un ensemble
de 170 protéines. Elle a révélé que la comparaison du taux de dix protéines exosomales
parmi les 170 présélectionnées permettaient de différencier le sérum de chiens atteints
d’ostéosarcome de celui de chiens atteints de fractures non néoplasiques ou encore de
chiens sains, avec une précision de 85%.

Par ailleurs, il est possible de distinguer les différents stades d’évolution de la maladie.
Le dosage exosomal de la protéine serpine D1 et du complément C6-CMH-III permet
d’obtenir une précision de 77% pour la détection des différents stades de la maladie, a
savoir post-diagnostic, post-amputation, et au moment du diagnostic de métastase. Les
observations sont tres intéressantes, mais I'étude manque grandement de puissance
statistique pour aboutir a des résultats fiables. La répétition de cette analyse a plus grande
échelle est nécessaire pour pourvoir s’appuyer sur ces premiers résultats (Brady et al.,
2018).

Une étude portant sur des lignées cellulaires de tumeurs lymphoides canines montre
gue malgré une forte ressemblance des profils en ARN et protéines dans les différentes
lignées de lymphomes, des disparités sont présentes, et permettraient de faire la différence
entre tumeurs sensibles ou non a la vincristine, une autre molécule de chimiothérapie (miR-
151 ,8908a-3p 486 et la protéine CD82)(Asada et al., 2019). Par ailleurs, 'observation de la
présence de ces marqueurs différents entre exosomes de tumeurs sensibles et de tumeurs
résistantes peut étre le reflet de molécules impliqguées dans la résistance thérapeutique et
'échappement immunitaire, et donc servir de matériel a la compréhension des mécanismes
impliqués.

Enfin, 'équipe de Husna a étudié I'utilisation potentielle d’ARNmMIi exosomaux pour la
détection du mélanome oral chez le chien, une affection assez représentée parmi les
cancers de la cavité buccale. lls ont mis en évidence que deux ARNmi (miR-143 et miR-
221) étaient significativement augmentés dans les exosomes plasmatiques de chiens
atteints de mélanome métastatique (Husna et al., 2021).

On retrouve I'ensemble des données ci-dessus dans le Tableau 11. Ces études
regroupent des modeles de néoplasies humaines, qui représentent le plus gros pool de
recherche, ainsi que certaines études dédiées spécifiquement a I'étude de néoplasies
vétérinaires.
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Tableau 11 : Biomarqueurs exosomaux en oncologie

Type de cancer Molécule étudiée Référence
Hépatique miR-21 Wang et al. 2014
Pulmonaire miR-1268b, miR-6075 Asakura et al. 2020
miR-1246, miR-96 Zheng et al. 2021
ARNIlinc01125 Xian et al. 2021
Prostatique miR-375, miR-21, let-7c¢ Foj etal. 2017
miR-375, miR-451a, miR-486-3p, miR-486-5p Li et al. 2021
miR-26a-5p, 532-5p, 99b-3p Kim et al. 2021
Mammaire miR-7641 Shen et al. 2021
miR-1246, miR-206, miR-24, miR-373 Jang et al. 2021
CD44, CD9, EpCAM Wang et al. 2021

miR-18a, miR-19a, miR-181a, miR-126, miR-214 Fish et al. 2018

Ostéosarcome 10 protéines, dont serpine D1 et C6-CMH-III Brady et al. 2018
miR-151, miR-8908a-3p, miR-468 et protéine

Lymphomes CD82 Asada et al. 2019

Mélanome oral miR-143, miR-221 Husna et al. 2021

Carcinome oesophagien miR-21 Tanaka et al. 2013

Multiple (pancréatique,
gastrique, mammaire,
pulmonaire, digestif) miR-21 Liu etal. 2021

En gras sont indiquées les études de pathologies vétérinaires

Pour résumer, toutes ces études permettent de mettre en évidence I'utilisation potentielle
des exosomes en oncologie, pour la détection, le pronostic, ou encore le suivi de
nombreuses atteintes tumorales. L’avantage majeur de l'utilisation des exosomes repose
sur la possibilité de réaliser des examens bien moins invasifs et contraignants que certaines
procédures utilisées pour les atteintes tumorales (biopsies, imagerie avec contraste).

Par ailleurs le dosage du cargo exosomal permet d’obtenir des marqueurs précoces des
affections ou de leur évolution, parfois antérieurement aux marqueurs plasmatiques utilisés
couramment (Antigéne carcinoembryonnaire, antigene tumoral 15-3, antigene spécifique
prostatique).

La grande limite de l'utilisation des exosomes repose sur la reproductibilité et la
standardisation des méthodes mises en ceuvre ainsi que le manque encore important de
données concernant les mécanismes impliqués. Par ailleurs parmi les recherches, une
grande partie d’entre elles s’appliquent a I'étude du cargo exosomal sur des souches de
lignées tumorales, et donc a I'obtention de résultats in vitro. La transposition des résultats a
une application clinique nécessitera de vérifier ces observations dans un contexte ou une
multitude d’exosomes circulent conjointement, avec des échantillons plus importants.
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B. Biomarqueurs neurologiques

Comme pour les atteintes tumorales, I'enjeu de la détection des maladies neurologiques
et neurodégénératives est d’obtenir des marqueurs suffisamment précoces pour pouvoir
mettre en place des moyens thérapeutiques visant a ralentir leur progression.

e Suivi de la maladie d’Alzheimer

On rapporte d’ores et déja de trés nombreuses itérations de I'utilisation des exosomes
comme potentiels marqueurs de la maladie d’Alzheimer. Ainsi de nombreux ARNnNc
(BACEL-AS, 51A, 17A, NDM29, BC200, miR-135a, miR-34b, miR-125b et miR-130b) et
protéines exosomales (GAP43, neurogranine, SNAP25 and synaptotagmine 1) sont
rapportés comme potentiels biomarqueurs (Barbagallo et al., 2020; Mosquera-Heredia et
al., 2021).

Par ailleurs, les protéines supposées impliquées dans la maladie d’Alzheimer, a savoir
I'Ap et la protéine Tau sont en partie véhiculées par les exosomes (voir I.2.b ci-dessus). On
a ainsi montré que le suivi exosomal du niveau de ApB et de protéine Tau phosphorylée
permettrait de diagnostiquer la maladie d’Alzheimer (Jia et al., 2019).

Parmi toutes ces études certaines rapportent que I'utilisation des protéines exosomales
(GAP43, neurogranine, SNAP25 and synaptotagmine 1) permettrait d’obtenir un diagnostic
prédictif bien en amont de 'apparition des signes de déficience cognitive. Ces protéines font
toutes partie intégrante du fonctionnement de systeme nerveux, en intervenant dans la
croissance cellulaire, la réparation axonale ou la transmission synaptique. En analysant les
exosomes de préléevements antérieurs de patients atteints entre 2016 et 2018, on a montré
gue les dosages protéigues sanguins étaient corrélés au dosage du liquide cérébrospinal,
et que ces dosages permettaient de prévoir I'apparition d’'un déficit cognitif 5 a 7 ans avant
I'apparition des signes cliniques (Jia et al., 2021). Cette observation fait écho a une autre
étude préalable qui mettait aussi en évidence une dysfonction lysosomale et des
modifications de protéines exosomales jusqu’a 10 ans avant I'apparition de signes cliniques
(Goetzl et al., 2015).

Une étude s’appuie sur une méthode originale de diagnostic en dosant les exosomes
salivaires. Cette étude met en évidence une augmentation significative de la concentration
en exosomes pour les patients atteints de la maladie d’Alzheimer ou de déficience cognitive
légére. Par ailleurs, au sein de ces exosomes, les taux d’oligomeres d’AB, et protéine Tau
étaient significativement augmentés chez les patients malades par rapport au groupe
contréle. On observe par ailleurs une corrélation négative entre ces taux mesurés et les
scores cliniques des patients de I'étude, révélant ainsi une dégradation de la maladie
lorsque les taux d’exosomes augmentent (Rani et al., 2021). L’étude du cargo des
exosomes salivaires pourrait représenter une méthode non invasive de la détection précoce
de la maladie mais aussi de son suivi longitudinal.

e Suivi de la maladie de Parkinson
Concernant la maladie de Parkinson, des marqueurs exosomaux ont aussi été proposes.

De maniére comparable a la maladie d’Alzheimer, le taux exosomal des molécules
impliquées dans la pathogénie représente un biomarqueur potentiel.
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Le suivi de l'a-syn et de la clustérine permettrait la différenciation entre patients atteints
de Parkinson et patients atteints d’autres maladies présentant les mémes troubles
phénotypiques (Jiang et al., 2021). De maniére comparable I'’étude de Agliardi soutient aussi
une augmentation de I'a-syn exosomale, en association avec une diminution de deux
protéines de fusion vésiculaire, chez les patients atteints de la maladie de Parkinson
(Agliardi et al., 2021).

En rapport avec les profils ARN des exosomes issus des neurones, on a mis en évidence
une modification de I'expression de tout un groupe d’ARNmi (let7d, 15b, 24, 142-3p, 181c,
222). L'expression de ces ARNmi était augmentée chez les patients atteints de la maladie
de Parkinson, par rapport au groupe contrdle. Par ailleurs, il y avait une disparité de
I'expression de miR-23a et miR-181c entre maladie de Parkinson et syndrome parkinsonien
atypiques (Barbagallo et al., 2020).

En outre, le dosage de certains ARNmi exosomaux salivaires a aussi été exploré
concernant la maladie de Parkinson. Deux études rapportent notamment que le taux
exosomal d’oligomeéres a-syn, et de deux ARNmi (153 et 223) sont des marqueurs potentiels
de la maladie de Parkinson dans la salive (Cao et al., 2019; Cressatti et al., 2020)

Toutes ces découvertes reposent sur la capacité des exosomes neuronaux a dépasser
la barriere hémato-encéphalique, dont l'accés est peu aisé (Zhuang et al., 2011). Le
diagnostic actuel des maladies neurodégénératives repose en grande partie sur des
observations cliniques. Aussi, I'établissement de signatures ARN exosomales spécifiques
représente une avancée importante pour le diagnostic de ces maladies (Barbagallo et al.,
2020). Il reste toutefois nécessaire de mettre en place des études supplémentaires pour
explorer le potentiel exosomal quant au suivi longitudinal des maladies neurodégénératives.

e Myélopathie dégénérative du chien

Concernant les affections animales, on utilise un modele de myélopathie dégénérative
canine pour I'étude de la maladie de Charcot. On a montré dans le cadre de la forme canine,
gue le suivi plasmatique de deux protéines exosomales associées a la maladie (TDP-43 et
SOD1) pourrait étre utilisé pour investiguer l'atteinte. En effet cette maladie repose
notamment sur 'accumulation de la protéine TDP-43 et sur la dérégulation du géne SOD1.
Or dans cette étude, les mesures des protéines exosomales étaient significativement
augmentées dans le plasma, comme dans les préléevements de moelle épiniére (Pfeiffer et
al., 2021).

C. Biomarqueurs cardiovasculaires

En médecine vétérinaire, on trouve une étude concernant les maladies valvulaires
dégénératives a différents stades évolutifs. Ainsi Yang met en évidence une modification du
profil ARN entre chiens atteints de maladie valvulaire avec, et sans insuffisance cardiaque,
et les chiens sains (Figure 22). Il souligne 'augmentation significative de deux ARNmi (miR-
181c et miR-495) dans le cadre d’'une insuffisance cardiaque (en rouge). Par ailleurs
'examen du niveau de miR-9 et miR-599 permet de différencier les chiens malades, avec
ou sans insuffisance cardiaque, des chiens non malades (en orange)(V. K. Yang et al.,
2017). Un constat secondaire mais intéressant repose sur la mise en évidence d’une
variation des profils entre chiens agés et jeunes chiens (miR-9, 495 et 599, en vert). La
dérégulation des ARNmi en amont de I'apparition des maladies est potentiellement liée a
leur action dans le développement pathologique.

Page 75



Figure 22 : Expression d’un pool de quatre ARNmi dans un contexte de maladie valvulaire
dégénérative chez le chien (V. K. Yang et al., 2017)
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Chez le chien, une seconde étude s’est appliquée au suivi de la toxicité induite par la
doxorubicine sur les cardiomyocytes. La doxorubicine est une molécule de chimiothérapie,
couramment utilisé en oncologie, mais possédant comme inconvénient majeur de présenter
une toxicité cardiaque en dose cumulée. Dans cette étude le protocole inclut 5 doses
consécutives de doxorubicine séparées de deux semaines, avec des suivis de la troponine
cardiague et des suivis échographiques, avec en plus un dernier contréle a 1 mois post-
traitement.

On observe que lI'expression de quatre ARNmi (miR-107, 146a, 181d et 502) est
modifiée aprés traitement a la doxorubicine. Ces ARNmi seraient impliqués dans les
mécanismes de protection contre I'inflammation et de régulation de la fonction cardiaque,
mais leurs roles respectifs ne sont pas encore établis avec certitude.

Page 76



Toutefois il est intéressant de noter que les modifications significatives
échocardiographiques et du niveau de troponine ne sont visibles qu'un mois apreés la fin du
traitement alors qu’on observe une surexpression du miR-502 exosomal des la troisieme
dose de doxorubicine. Le suivi ARN pourrait servir de marqueur précoce de la dysfonction
cardiaque dans ce contexte thérapeutique.

lls ont par ailleurs observé une corrélation entre 'augmentation de miR-181d et une
diminution de la fraction d’éjection systolique du ventricule gauche (Beaumier et al., 2020).
Cet ARN serait impliqué dans la diminution des mécanismes de réparation du cceur.
L’augmentation du niveau de miR-181d pourrait étre suivie de maniere longitudinale en
parallele des modifications échographiques.

Concernant les maladies cardiovasculaires en médecine humaine, la littérature est bien
plus fournie. On retrouve des biomarqueurs exosomaux décrits dans différentes atteintes,
les maladies coronariennes, les insuffisances cardiaques, les infarcti myocardiques, les
atteintes vasculaires cérébrales ou encore d’autres myocardiopathies (Zara et al., 2020).

Enfin, un constat original concerne plusieurs études qui ont mis en évidence une
modification des composants du cargo exosomal urinaire lors d’atteintes de la sphére
cardiague (Agudiez et al., 2020; Cheng et al., 2012). Une étude sur un modéle d’infarctus
du myocarde chez le rat révele une augmentation sérique de miR-1 suite a un infarctus. Cet
ARNmMI est supposément impligué dans plusieurs mécanismes de développement de
l'infarctus aigu du myocarde. De maniére intéressante, TARNmi est en partie éliminé par
voie urinaire, et le dosage de cet ARNmi dans les urines est significativement augmenté
chez les patients présentant un infarctus. Ainsi le taux exosomal de miR-1 urinaire est
corrélé au taux exosomal sérique et pourrait représenter un nouveau marqueur de I'atteinte
cardiaque (Cheng et al., 2012).

D. Biomarqueurs urinaires

Physiologiquement les cellules du tractus libérent des VE dans I'urine, faisant du profil
vésiculaire un outil valide pour suivre la bonne santé de I'appareil urinaire (van Balkom et
al., 2011; Weber et al., 2010).

Ichii et al (2014) ont étudié le profil en ARN de I'urine dans le cortex et la médulla chez
le chien et le chat. lls ont mis en évidence des disparités d’expression principalement en
ARNmi dans les différentes zones du rein. En médecine vétérinaire, des marqueurs
courants du suivi de la fonction rénale sont I'urée et la créatinine. Toutefois ces suivis
biochimiques ne permettent pas de faire de discrimination dans l'atteinte rénale, et leurs
augmentations interviennent généralement lorsque I'atteinte rénale est déja avancée. Aussi
en s’appuyant sur I'observation d’une variabilité des pools d’ARNmi, chez le chien et le chat,
cette équipe a mené deux études sur l'analyse des séquences ARN lors d’affections
chroniques du rein.

Chez le chien, un panel d’/ARNmiI a été choisi, sur la base d’études préalables sur la
souris et du séquengage de I'étude. Il est rapporté qu’une diminution significative de trois
ARNmMi (miR-26a et de miR-10a et miR-10b) ainsi qu’'une augmentation significative de miR-
21a dans les exosomes urinaires est associée a I'existence d’'une maladie rénale chronique.
Cette atteinte chronique est objectivée par une augmentation de l'urée et de la créatinine
sérique, ainsi qu’'une diminution de la créatinine urinaire.

De plus, le suivi du taux de miR-26a est négativement corrélé a la gravité de I'atteinte.
Le miR-26a serait impliqué dans la formation du cytosquelette et dans la différenciation des
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podocytes chez la souris. Une dégradation du parenchyme glomérulaire serait donc a
l'origine d’une diminution de sa production.

Au sein du tissu rénal 'ensemble des ARNmi étudiés sont négativement corrélé a la
dégradation de la fonction rénale et a I'aggravation des lésions histologiques. On peut
toutefois noter que la diminution de miR26a et miR10a/b est plutét associée a I'atteinte
glomérulaire, tandis que miR21a et miR-10b sont plutdt associés a une atteinte tubulo-
interstitielle.

Les profils ARN exosomaux ou tissulaires permettraient donc de mettre en évidence des
atteintes fonctionnelles et des Iésions histologiques du rein. Les deux ARNmi, miR-26a et
miR-21a sont les deux marqueurs les plus significatifs d’'une atteinte glomérulaire et tubulo-
interstitielle respectivement (Ichii et al., 2017).

Pour I'espéce féline, on a obtenu des résultats comparables. On met en évidence une
diminution significative dans les exosomes urinaires de trois ARNmi (let-7b, miR-22 et miR-
26a) chez les chats atteints d’affections rénales débutantes. L’analyse du taux de miR-21a
normalisé par rapport a la clairance rénale révéle qu'il est significativement augmenté chez
les chats atteints d’'une affection chronique. Par ailleurs on observe une corrélation
significative entre les ratios miR-181a/let-7b et miR-21a/let-7b et la progression de la
dysfonction métabolique, objectivée ici encore par une dégradation des paramétres
biochimiques (Ichii et al., 2018).

Les ARNmMi urinaires dérivant des exosomes représentent donc un nouvel outil
diagnostique potentiel des atteintes rénales, ici mises en évidence chez le chien et le chat,
la modification des profils exosomaux pouvant étre le reflet d’'une dysfonction de la fonction
rénale. Une des limites de I'étude des exosomes urinaires repose sur la détermination de
l'origine cellulaire du dosage effectué. Des données supplémentaires sur les profils
exomaux des cellules de l'uretére et de la vessie seront nécessaires pour faire le distinguo
entre les différentes informations recueillies (Ichii et al., 2018).

E. Autres biomarqueurs

Les biomarqueurs exosomaux ne se limitent pas aux affections ci-dessus. D’autres
études s’intéressent notamment aux dosages du cargo exosomal dans le cadre de maladies
inflammatoires (Chan et al., 2019), infectieuses (Mosquera-Heredia et al., 2021; Schorey et
Harding, 2016) ou métaboliques (Castafio et al., 2019) affectant des organes comme I'ceil
(Liu et al., 2020), le foie (Zhou et al., 2022), ou encore la peau (Khan et al., 2020).

Concernant le domaine vétérinaire, I'utilisation des profils exosomaux pour la conduite
d’élevages bovins a été explorée. L’étude des profils de vaches a révélé des variations au
moment de la reproduction et dans les périodes a haut risque métabolique (Almughlliq et
al., 2019 ; Turner et al., 2021). Cependant les données restent descriptives, mais ont
'avantage de proposer un échantillon accessible, le lait (Turner et al., 2021).

Dans ce contexte, I'équipe d’Almughllig a menée trois études paralléles portant sur les
infections utérines et le risque de dysfonction métabolique. lls ont mis en évidence sur un
modeéle d’infection utérine a Trueperella pyogenes, une diminution de la production de
prostaglandines PGF2a par les cellules endométriales, cette diminution étant reliée aux
exosomes circulants (Almughlliq et al., 2017). Le protéome exosomal présente par ailleurs
une variation sur un total de 21 protéines, avec 8 protéines spécifiques de la bactérie que
'on ne retrouve pas chez les vaches non infectées (Almughllig et al., 2018). L’étude
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spécifique de ces protéines et leur dosage permettraient d’aboutir a un marqueur précoce
des infections utérines, modéle transposable a d’autres infections comme Escherichia coli.

Enfin on a observé que les exosomes issus de vaches a hauts risques métaboliques
sont a l'origine d’'une diminution significative de I'expression d’'un ensemble de protéines
inflammatoires dans les cellules endométriales. Trois autres protéines liées au risque
infectieux et a la maturité de l'utérus sont exprimées différemment en cas de haut risque
métabolique (serpine A3-7, domaine en hélice 88A et chaines inhibine/activine). Le dosage
des exosomes transportant ces protéines représente donc un biomarqueur potentiel de la
santé de la vache et de son statut métabolique (Almughlliq et al., 2019).

Dans l'idée d’explorer les dysfonctions chez la vache, on a mis en évidence des
modifications du profil ARN des exosomes du lait de vaches atteintes de mammites. Deux
études ont révélé une augmentation de I'expression du niveau de miR-21 sérique (Lai et al.,
2021) et d’'un ensemble d’ARNmi (miR-21, miR-146a, miR-155, miR-222, et miR-383) dans
le lait de vaches affectées (Lai et al., 2017). L’association de ces marqueurs ARN au niveau
du lait et du sérum pourrait servir respectivement au suivi de I'inflammation au niveau local
et au suivi de son aggravation a I'’échelle systémique.

Dans le prolongement de ces études sur les mammites, deux équipes se sont
intéressées a l'infection par une bactérie spécifique Staphylococcus aureus qui représente
un enjeu important dans la lutte contre les infections mammaires, du fait de la difficulté de
sa prise en charge thérapeutique. lls ont mis en évidence la modification dans le lait de 37
ARNmI impliqués dans le développement de la maladie. Le dosage plus spécifique de
certains d’entre eux est un enjeu intéressant a la fois pour le développement d’'une méthode
diagnostique précoce, mais aussi pour des raisons sanitaires : I'ingestion de lait contenant
des exosomes enrichis avec ces ARNmi pourrait avoir un impact sur le développement de
maladies chez le consommateur (S. Ma et al., 2019; Sun et al., 2015)

On retrouve un ensemble de biomarqueurs potentiels de maladies inflammatoires ou
infectieuses utilisables en médecine vétérinaire, succinctement décrits dans le Tableau 12.
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Tableau 12 : Biomarqueurs exosomaux en médecine vétérinaire

Affection Pathogéne Molécules Interprétation Animal Référence
: Exosomes sériques de vaches infectées sont a .
Infections Trueperella ,X .. , |qu . V I . Almughlliq
CiEE e et PGF2 I'origine d'une diminution de |la production de Vache otal. 2017
pyog PGF2, dans les cellules endométriales v
107 protéines
i 1 17 protéines bovines et 8 protéines de Trueperella
Infections Trueperella bow’n.es/ 3 P , P . P Almughlliq
ot protéines de pyogenes présentes uniquement dans les Vache
utérines pyogenes : . etal., 2018
Trueperella exosomes de vaches infectées
pyogenes
Diminution significative de I'expression de PGE2,
PGF2a, PGD2, PGFM et TXB2 chez les vaches a haut
Risque Protéome / risque métabolique ; Présence de protéines ik Almughlliq
métabolique icosanoides spécifiques serpine A3-7, domaine en hélice 88A et etal., 2019
chafne inhibine/activine impliquées dans le déficit
immunitaire et reproductif
Modification d'un ensemble d'ARNmi dont miR- it ]
Staphylococcus 378, miR-185, miR-142-5p et miR-223 dans les =
Mammites Ry ARNmi . P ) Vache 2019;Sun
aureus exosomes du lait chez les vaches atteintes
i P etal., 2015
d'infection a staphylocoques
Augmentation miR-21 sérique et miR-21, miR- (5iata]
146a, miR-155, miR222, et miR-383 dans le lait de v
Mammites - ARNmi i e S . S, Vache 2017;laiet
vaches atteintes de mammites diagnostiquées par
: ; o oy al., 2021
un California Mastitis Test positif
Sur-expression dans les exosomes du tractus
Artérite virale reproducteur de miR-128 qui diminue |'expression Carossino et
L Arteriviridae ARNmi E e q' ) P Cheval
équine de CXCL16, a l'origine d'une persistance de al., 2018
I'infection virale
- Lipoprotéine LpgH issues des VE permettrait de .
Tuberculose/Par Mycobacterium Lipoprotéine . .p o Pd p P . Palacios et
: By faire la différence entre animaux atteints de Vache
atuberculose tuberculosis bactérienne LpgH e al., 2019
tuberculose, de paratuberculose et vaccinés
Virusdela o Exosomes porteurs des protéines virales gp51 et
Leucose bovine . ] Protéines gp51 et P . P ] i gp‘ Yamada et
. leucémie bovine - p24 dans le lait de vaches infectées - potentielle  Vache
enzootique L. p24 . L } al., 2013
Retroviridae voie de contamination virale
Production d'exosomes accrue dans les cellules
o mésenchymateuses de tissu adipeux avec -
Gingivo- - . . S . & " Villatoro et
e Calivirirus félin Protéines modification du profil protéique sur 30 protéines,  Chat
stomatite féline e " " al., 2017
et 8 protéines exclusivement retrouvées chez les
chats atteints de maladie chronique
Dermatite Augmentation de I'expression exosomale des Santoro et
. . - Chimiokines chimiokines CCL17, CCL22 et CCL28 associée ala  Chien
atopique canine o ) s al., 2020
sévérité des signes cliniques

CCL,CXCL : chimiokines & motifs CC ou CXC ; PGF2a, PGE2, PGD2, PGFM : Prostaglandines et métabolites ; TXB2 :
Thromboxane B2, dérivé des prostaglandines ;

Page 80




4. Exosome et thérapie

Les études des biomarqueurs exosomaux ont permis de soulever différents leviers
thérapeutiques. Si d’autres vésicules artificielles comme les liposomes sont utilisées depuis
40 ans (van der Meel et al., 2014), les exosomes présentent des avantages importants en
tant que transporteurs naturels de biomolécules, capable de se soustraire plus efficacement
au systeme immunitaire. La matrice de surface peut étre modifiée pour inclure des ligands
spécifiques et donc entreprendre des thérapies ciblées (Li et al., 2015).

On distingue alors deux populations d’exosomes, les exosomes naturels, qui seront
utilisés directement apres leur isolement, et les exosomes artificiellement modifiés (Song et
al., 2021).

A. Modalités d’usage thérapeutique

La manipulation des exosomes pour un usage thérapeutique nécessite de définir un
schéma protocolaire :

On définit une cellule cible, et une cible membranaire associée (protéine, peptide,
glycoprotéine). On recherche ensuite une molécule de ciblage membranaire qui puisse
s’associer avec une bonne affinité. On doit réaliser la fixation de cette molécule de ciblage
membranaire a un récepteur membranaire qui sert d’ancrage (protéine/lipide). Enfin, pour
obtenir un effet thérapeutique il faut pouvoir enrichir 'exosome avec un agent moléculaire
donné (Figure 23).

Figure 23 : Modéle de thérapie exosomale
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On décrit deux approches: une approche dite pré-isolement qui repose sur la
modification des cellules parentales et un enrichissement d’origine endogéne ; une
approche post-isolement, qui repose sur I'enrichissement des exosomes par modification
physico-chimiques et un apport d’origine exogéne. Ces stratégies visent a charger des
molécules spécifiques dans les exosomes ou a modifier les molécules de signalisation
membranaires (Jafari et al., 2020; Wu et al., 2021).

L'enrichissement en agent thérapeutique peut se faire de maniere passive, par co-
incubation des cellules parentales ou des exosomes avec l'agent thérapeutique (Zhang et
al., 2020). On peut obtenir un chargement efficace des agents hydrophobes a forte
concentration (Haney et al., 2015). Les méthodes passives restent toutefois généralement
moins efficaces que les méthodes actives de chargement (détaillées ci-dessous).

La combinaison de différentes techniques d’ingénierie de maniere concomitantes permet
a la fois d’enrichir le cargo exosomal et ses cibles cellulaires.
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a. Approche pré-isolement ou indirecte

Cette approche repose sur I'édition génomique, c’est-a-dire la modification de
I'expression génique de la cellule parentale, afin d’incorporer des molécules spécifiques lors
de la biogenése exosomale (Jafari et al., 2020). Elle est limitée aux motifs qui sont
génétiqguement encodables (Liang et al., 2021).

e Manipulation de I'affichage membranaire

La manipulation génomique repose sur la transfection : un plasmide sert a implanter
dans la cellule le code génétique d’'une protéine ou d’un peptide spécifique. La fusion d’'un
peptide signal avec des marqueurs membranaires communs sert a déterminer un ciblage
plus spécifique.

Par exemple, on rapporte I'utilisation de la protéine LAMP2b avec une protéine d’intérét

(Figure 24). Cette protéine membranaire est effectivement présente de maniéere abondante
et peut fixer des éléments sur sa partie N-terminale.

Figure 24 : Modeéle d’ingénierie génomique pour I’affichage membranaire (modifié de Jafari
et al., 2020)
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Dans cette optique, on a fusionné la glycoprotéine virale du virus de la rage (RVG) avec
LAMP2b. L'expression du complexe LAMP2b-RVG dans des cellules dendritiques permet
d’obtenir des exosomes porteurs en surface de ce complexe. Or RVG est une protéine de
ciblage spécifique des neurones, plus spécifiguement des récepteurs a acétylcholine. Lors
d’'une administration systémique in vivo de ces exosomes chez la souris, ces derniers
s’accumulent dans les neurones (Alvarez-Erviti et al., 2011). Cette méthode permettant de
traverser la barriere hémato-encéphalique constitue un avantage majeur de la thérapie
exosomale. Le chargement d’'un ARN interférant dans ces exosomes a permis de diminuer
I'expression du géne BACEL impliqué dans la maladie d’Alzheimer.

De maniere comparable la combinaison du peptide iRGD a LAMP2b a permis la
délivrance thérapeutique de doxorubicine dans les cellules de cancer du sein (Tian et al.,
2014). En effet ce peptide permet de cibler les tumeurs exprimant les intégrines awv.

Ainsi la protéine LAMP2b est utilisée avec plusieurs peptides de ciblage comme RVG,
IRGD, le peptide d’affinité chondrocytaire ou encore le peptide E7 qui permettent de cibler
respectivement les neurones, les tumeurs mammaires, les chondrocytes (Liang et al., 2020)
ou encore les cellules mésenchymateuses synoviales (Xu et al., 2021).
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On retrouve par ailleurs des exosomes modifiés avec la glycoprotéine du virus de la
stomatite vésiculeuse (VSVG). Cette protéine est impliguée dans la formation de
I'enveloppe virale, mais la similarité des mécanismes de formation entre virus et exosomes
permet son utilisation dans ce cadre. Cette protéine contient trois
domaines (ectoplasmique, transmembranaire et cytoplasmique) qui peuvent étre modifiés.
L’ajout d’'une protéine rapporteuse sur son domaine cytoplasmique permettrait de réaliser
le suivi des exosomes, et I'ajout de peptides de ciblage spécifiques sur son domaine
ectoplasmique pourrait améliorer le ciblage membranaire (Meyer et al., 2017; Taylor et al.,
2007; Y. Yang et al., 2017)

Une utilisation intéressante du récepteur platelet-derived growth factor receptor
(PDGFR) est rapportée. Certaines cellules tumorales portent en surface le récepteur du
facteur de croissance épidermique (EGFR) en quantité importante. Les lymphocytes T quant
a eux sont porteurs du marqueur CD3. Aussi une double association par transfection de
PDGFR avec des anticorps anti-CD3 et anti-EGFR est décrite. Ces exosomes présentent a
la fois une forte affinité pour les cellules EGFR+ mais aussi pour les cellules CD3+. Cette
reconnaissance bispécifique permet la détection des cellules tumorales par le systeme
immunitaire et leur phagocytose (Cheng et al., 2018)

Les tétraspanines possedent deux boucles extracellulaires qui peuvent aussi servir de
motifs de fixations. L’apolipoprotéine A-1 a été utilisée avec la tétraspanine CD63 pour cibler
le récepteur membranaire scavenger receptor class B-1 sur les cellules de carcinome
hépatocellulaire, permettant la délivrance d’'un ARNmi inhibant la croissance tumorale
(Liang et al., 2018). Une autre étude s’appuie sur la fusion d’un antigéne ovalbumine avec
la tétraspanine CD63 pour améliorer le potentiel immunogéene de vaccins ADN. L’application
de ce modéle aux tumeurs permettrait de solliciter la réponse des lymphocytes T CD8+
cytotoxiques (Kanuma et al., 2017).

La lactadhérine C1C2 peut aussi servir de transporteur d’antigénes tumoraux
spécifiques prostatiques, comme l'antigéne prostatique specific (PSA) ou la phosphatase
acide prostatigue (PAP), et aussi mammaire, comme le récepteur de croissance
épidermique humain (HER2)(Rountree et al., 2011). Enfin on peut utiliser une glycoprotéine
d’ancrage, le glycophosphatidylinositol, pour fixer anticorps et peptides rapporteurs
(Kooijmans et al., 2016; C. P. Lai et al., 2015).

L’ensemble de ces méthodes est résumeé sur la Figure 25. Elles permettent de modifier
I'affichage de surface, et donc d’augmenter la spécificité de ciblage des exosomes, mais
aussi de mettre en place des molécules rapporteuses pour le suivi par imagerie de la
biodistribution exosomale (Choi et al., 2021; Liang et al., 2021). On peut en effet imaginer
la fusion de toute molécule d’intérét comme un marqueur fluorescent/radio-visible, et non
pas uniqguement des agents thérapeutiques.
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Figure 25 : Bioingénierie de surface exosomale par édition génomique (d’aprés Liang et al.,
2021)
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APO-A1 : Apolipoprotéine Al ; CAP : Chondrocyte affinity peptide ; EGFR ; Epidermal growth factor receptor ; GPI :
Glycophosphatidylinositol ; HER2 : Human epidermal growth factor receptor ; LAMP : Lysosome associated membrane
protein ; OVA : Antigéne ovalbumine ; PDGFR : platelet-derived growth factor receptor ; PSA, PAP : Prostate specific
antigen/Prostatic acid phosphatase ; RVG : Rabies virus glycoprotein ; zHER : ligand d’affinité de HER2 ;

e Chargement de protéines

Le chargement d’agents thérapeutiques est une étape commune de la production
d’exosomes a visée curative. Ce chargement passe par des modules qui se lient a une
protéine ou un ARN d’intérét et les dirigent vers les exosomes pendant la biogenese (Jafari
et al., 2020)(Figure 26)

Une des méthodes utilise le mimétisme des processus naturels d’assortiment exosomal.
En effet on utilise une balise d'ubiquitine modifiée que I'on va faire fusionner avec une
protéine d’intérét.
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Par exemple il est possible d’entrainer une fusion de cette balise avec des protéines
bactériennes de Mycobacterium tuberculosis, des marqueurs fluorescents ou encore des
antigénes tumoraux. Or l'ubiquitination d’une protéine intervenant dans son adressage vers
les exosomes, ces protéines se retrouvent donc dans la lumiére des vésicules (Cheng et
Schorey, 2016).

Une autre méthode repose sur une balise Tryptophane-Tryptophane (WW) qui se fixe
spécifiguement au domaine leucine de la Nedd4 family interacting protein 1(Ndfipl). Cette
méthode utilise aussi l'ubiquitination. En effet la fusion d’une protéine d’intérét avec une
balise WW et I'expression simultanée de Ndfipl entraine une reconnaissance Protéine-WW-
Ndfipl. Or Ndfipl est impliquée dans I'activation d’'une ligase de 'ubiquitine, ce qui résulte
dans I'ubiquitination de la protéine d’intérét et son incorporation (Sterzenbach et al., 2017).

On décrit I'utilisation d’'un mutant non fonctionnel de la protéine Nef du HIV-I. Cette
protéine est associée a des rafts lipidiqgues de la membrane plasmique. Le principe est le
méme que l'utilisation des peptides de signal de surface mais cette fois en partie C-
terminale. La fusion de la protéine Nef mutante avec des antigenes de pathogenes (Ebola,
influenza, West Nile virus ou encore hépatite C) résulte dans la fusion et I'expression stable
de ces protéines dans les exosomes. Is pourraient alors servir de plateformes vaccinales
(Anticoli et al., 2018).

Une méthode originale nommeée EXosomes for Protein Loading via Optically Reversible
protein-protein interaction (EXPLOR) utilise comme son nom I'indique une liaison réversible
par stimulus lumineux. Cette méthode repose sur linteraction sous lumiére bleue du
cryptochrome CRY2 et de la protéine CRY-interacting basic-helix-loop helix 1 (CIBN). On
associe d’'une part a CRY2 une protéine d’intérét tandis que CIBN peut se fixer a CD9. Sous
l'influence d’'une lumiére bleue, on obtient la formation d’'un complexe Protéine-CRY2-CIBN-
CD9. Une fois le stimulus retiré, la liaison disparait permettant ainsi de libérer dans la lumiére
exosomale la protéine d’intérét liee a CRY2 (Yim et al., 2016).
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Figure 26 : Modéle d’ingénierie génomique pour le chargement de protéines (d’aprés Jafari
et al., 2020)
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e Chargement d’acides nucléiques

On retrouve également des méthodes d’ingénierie génomique dédiées au chargement
de molécules d’ARN, ces méthodes reposent sur I'utilisation de modules de liaisons a 'ARN
(Figure 27).

Par exemple, le systeme EXOtic utilise la fusion d’'une protéine ribosomale L7Ae avec la
tétraspanine CD63. Cette protéine peut se lier aux régions 3’'UTR d’une structure ARN sur
un domaine spécifique, et permettre son incorporation avec CD63. Cette technique a été
utilisée pour charger un ARNm de la catalase et cibler des cellules neuronales. On a ainsi
observé une réduction de I'inflammation neuronale et de la neurotoxicité chez des souris
modeles de la maladie de Parkinson (Kojima et al., 2018).

Un autre systeme repose sur l'interaction entre la séquence Arn d’activation d’expression
(TAR) et la protéine activatrice de la transcription (TAT) du HIV1. Ces deux éléments
interviennent dans le mécanisme de transcription virale. Brievement, le pre-miR-199a a été
modifié pour contenir la boucle TAR, tandis que LAMP2a a été modifiée pour afficher le
peptide de liaison a 'ARN TAT sur sa partie C terminale. Ainsi par liaison entre les
séquences TAR et TAT, le miR-199a est chargé dans les exosomes (Sutaria et al., 2017).
Cette technique pourrait étre transposée a d’autres ARN.

Une méthode comparable utilise 'association entre CD9 et un module de liaison a 'ARN,
'antigéne humain R (HuR). Cette association CD9-HuR permet la fixation et I'incorporation
de miR-155 a I'intérieur des exosomes. Par ailleurs I'intérét de cette méthode est qu’il est
possible d'utiliser I'association CD9-HuUR pour la délivrance du systéme CRISPR/Cas9, ce
qui ouvre dimportantes possibilités en termes d’édition génique. Cette usage est
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particulierement intéressant car la délivrance et le chargement de CRISPR/Cas9 par
d’autres méthodes est difficile du fait de la grande taille du complexe (Li et al., 2019).

Figure 27 : Principe d’ingénierie cellulaire pour le chargement d’ARN (d’aprés Jafari et al.,

2020)
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Les méthodes de manipulation génomique sont tres nombreuses et reposent sur la
modification d’une trés large gamme de protéines membranaires pour aboutir a la formation
d’'un complexe récepteur membranaire/molécule de ciblage. Ce complexe permettra in fine
d’accroitre le potentiel de ciblage de I'exosome ou encore d’y incorporer des agents
moléculaires spécifiqgues. Cette approche vise plutdt a un enrichissement contrélé de
molécules mais il est aussi tout a fait possible de réaliser une transfection de génes d’intérét
sans utiliser de mécanisme de fusion spécifique. L’expression quantitativement importante
d’'une molécule dans la cellule parentale entrainerait un enrichissement statistiquement plus
important dans les exosomes, ce résultat entraine toutefois un plus fort risque de cytotoxicité
(Collino et al., 2017).

Page 87



b. Approche post-isolement ou directe

L’approche post-isolement intervient sur la modification directe des exosomes. Cette
approche est généralement techniqguement moins complexe que I'approche pré-isolement
(Zhang et al., 2020). Les modifications chimiques permettent d’avoir une large gamme de
ligands, naturels ou synthétiques. Les réactions de conjugaison peuvent fixer de maniere
covalente et stable des protéines de surface, mais la complexité de la matrice exosomale
peut réduire l'efficacité de la réaction dans certains cas, réaction qui peut altérer la
membrane exosomale (Liang et al., 2021)

Etant donné que ces méthodes ne fournissent pas de source continue d’exosomes
modifiés, il est nécessaire d’obtenir des protocoles reproductibles cliniquement (Jafari et al.,
2020).

e Chargement de molécules

On incorpore un agent thérapeutique, de maniére passive, ou active : on rapporte
différentes techniques dont I'électroporation, I'extrusion, la sonication, la méthode par gel-
dégel, la perméabilisation ou encore la dialyse hypotonique (Figure 28).

Figure 28 : Représentation des méthodes physico-chimiques de chargement de molécules
(modifié de Wu et al., 2021)
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Concernant ces méthodes, certaines recherches comparent leur efficacité, mais il faut
surtout s’adapter aux conditions de I'étude dans sa globalité, et il n’existe pas a I'heure
actuelle de gold standard (Haney et al., 2015; M. S. Kim et al., 2016).

Ces techniques visent a altérer de maniére temporaire la perméabilité membranaire.
Elles sont donc toutes sujettes a des risques d’altération et de détérioration de la membrane
exosomale et de perte de fonctionnalité biologique (Wu et al., 2021).

La co-incubation passive est utilisée dans de nombreuses études pour enrichir les
exosomes. Elle a été utilisée par exemple pour charger du curcumin dans des exosomes
de cellules lymphocytaires afin de limiter I'inflammation liée a un modéle de choc septique
chez la souris (Sun et al., 2010)(Figure 28A).

L’électroporation est la méthode physique la plus couramment utilisée actuellement. Son
principe repose sur l'application d’'un courant électrique qui génére une perméabilité
transitoire de la membrane des exosomes entre les phospholipides membranaires. On a
réussi a charger de cette maniere des molécules antitumorales, comme le paclitaxel ou la
doxorubicine (M. S. Kim et al., 2016; Tian et al., 2014), ou encore des ARNSsi (Alvarez-Erviti
et al., 2011)(Figure 28B).

La sonication est la seconde méthode la plus utilisée et repose sur 'augmentation de la
perméabilité membranaire par application d’'un champ d’ultrasons qui lui aussi entraine une
discontinuité membranaire. L’étude de I'équipe de Kim (2016) a révélé que cette méthode
était la plus efficace pour charger du paclitaxel par rapport a I'électroporation ou une
incubation simple. On a montré qu'il était aussi possible de charger et délivrer efficacement
par cette méthode de la catalase dans les cellules neuronales, afin de lutter contre
l'inflammation observée dans la maladie de Parkinson (Haney et al., 2015)(Figure 28C).

L’extrusion impose au mélange exosomes/agent thérapeutique de passer a travers un
extrudant qui sert de maillage pour le mélange. L’idée est d’entrainer mécaniqguement une
rupture membranaire, ce qui permet I'incorporation de I'agent. Une étude s’appuie sur le
chargement de porphyrines dans les exosomes par cette méthode. Elle a montré que la
délivrance de porphyrine dans les cellules cibles était 60% plus importante par rapport a
une forme libre ou par le biais de liposomes (Fuhrmann et al., 2015)(Figure 28D).

Le principe des cycles gel-dégel est de profiter d’'une congélation a -80°C dans de I'azote
liquide, et de sa décongélation a température ambiante. Cette variation va entrainer une
fragilité membranaire qui permet d’incorporer les agents thérapeutiques présents dans le
mélange. On a montré qu’il était possible d’entrainer la fusion d’exosomes et d’éléments
plus importants comme des liposomes par cette méthode, et de former des hybrides ciblant
notamment la cible tumorale HER2 (Sato et al., 2016). Cette méthode est également
rapportée pour le chargement de la catalase (Haney et al., 2015)(Figure 28E).

La méthode par perméabilisation utilise une réaction de saponification sur le cholestérol
membranaire, ce qui va étre a l'origine de zones poreuses. Les saponines sont des
glycosides naturels qui présentent toutefois le risque d’étre cytotoxiques. Cette méthode est
donc a utiliser avec précaution et nécessite un ringage du milieu de mélange (Fuhrmann et
al., 2015; Y.-F. Zhang et al., 2019)(Figure 28F).

Le chargement par dialyse hypotonique utilise comme son nom l'indique un milieu
hypotonique pour obliger I'ouverture des canaux membranaires exosomaux par pression
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osmotique, ce qui permet I'entrée de petites molécules. Cette méthode a également été
utilisée pour le chargement de porphyrines (Fuhrmann et al., 2015)(Figure 28G).

Enfin on décrit également des kits commerciaux d’agents de transfection, qui sont
généralement des lipides visant a réduire le rejet des acides nucléiques par la membrane,
les deux étant chargés négativement. Ces kits sont répandus : dans le cadre de modéles
de cancer du sein ils ont été utilisés pour charger un ARNmi antitumoral (Ohno et al., 2013) ;
dans un modéle d’atteinte rénale chronique ils ont été utilisés pour charger un ARNmi
antifibrosant (H. Wang et al., 2019)(Figure 28H).

e Modification de surface

On met en évidence deux types de modifications chimiques de surface : modifications
par liaisons covalentes et modifications par liaisons non covalentes (Figure 29)

Concernant les liaisons covalentes, on retrouve des réactions de bio-conjugaison,
c’est-a-dire des liaisons faisant intervenir des molécules liées sur le plan biologique.

Par exemple, le peptide CP05 se fixe spécifiquement a la seconde boucle
extracellulaire de CD63 (Gao et al., 2018). On a montré qu'’il est possible de modifier ce
peptide CPO5 pour qu’il affiche une molécule de ciblage ou un agent thérapeutique. De cette
maniére, on a montré sur un modéle murin de la maladie de Duchenne que des exosomes
modifiés avec CP05 permettent d’accroitre I'expression de la dystrophine, protéine dont
'absence est impliquée dans I'expression de cette maladie. Le peptide CP05 peut étre
combiné d’'une part a un peptide de signal musculaire et d’autre part a un modificateur
d’expression génique.

On utilise aussi la chimie dite « chimie click ». Ces réactions reposent globalement sur
un couplage entre un groupement alkyle (liaison triple entre deux carbones), et un azoture
(élément en —N3) qui sera porté par la molécule d’intérét (Liang et al., 2021; Tian et al.,
2018). Afin de générer un groupement alkyl sur les exosomes, on utilise souvent le
dibenzocyclooctyne (DBCO).

On retrouve plusieurs exemples de ce type : des exosomes portant le peptide RGE en
surface, ajouté par chimie click, ciblent les cellules de gliomes ; des exosomes portant le
peptide cyclique RGDyK permettent de cibler les cellules neuronales et réduire les
conséquences de I'ischémie cérébrale (Smyth et al., 2014; Tian et al., 2018).

Une utilisation intéressante de ce principe utilise le mécanisme d’échappement a la
réponse immunitaire. En effet de nombreuses cellules tumorales arborent la glycoprotéine
CD47 qui en interagissant avec la protéine signal regulatory protein o (SIRP)
macrophagique permet d’inhiber la phagocytose. Une équipe a donc utilisé une réaction de
chimie click pour fixer sur des exosomes des anticorps anti-SIRPa. Ce modéle est similaire
au modéle génétique précédemment cité anti-CD3, anti-EGFR. Les exosomes porteurs des
anticorps anti-CDA47 libérent ces derniers sous l'influence du pH de I'environnement tumoral
et vont améliorer la phagocytose des cellules tumorales par les cellules immunitaires (Nie
et al., 2020).

Parmi les liaisons non covalentes, on retrouve des interactions hydrophobes et
électrostatiques.

On rapporte I'utilisation de lipides aux propriétés amphiphiles. La partie lipophile de la
molécule peut s’'insérer de maniére autonome dans la membrane exosomale, tandis que sa
partie hydrophile reste extra membranaire et peut fixer des molécules.

Page 90



Le 1, 2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-polyéthylene glycol (DSPE-PEG)
est I'un des lipides amphiphiles les plus utilisés, mais on retrouve aussi des études qui
utilisent un cholestérol modifié. Les interactions hydrophobes ont été utilisées pour fixer des
ligands tumoraux comme le peptide RGD, le folate, EGF, I'antigéne spécifique prostatique
membranaire ou encore des anisamides (Kim et al., 2018; Liang et al., 2021).

On a méme montré que lajout par interactions hydrophobes d'un peptide de
signalisation nucléaire permet d’améliorer la précision de la photothérapie dynamique dans
un modéle de carcinome mammaire murin. Cette thérapie repose sur le déclenchement de
réactions de nécrose cellulaire sous linfluence d’un influx lumineux localisé, par
administration d’'un agent photo-sensibilisant. Un peptide chimérique synthétique (signal
nucléaire + agent photo-sensibilisant + chaine hydrophobe) permet de former des
exosomes spécialisés, et d’'améliorer de maniére significative la délivrance de I'agent photo-
sensibilisant dans les cellules tumorales, et méme dans le noyau cellulaire, entrainant en
conséquence la nécrose des cellules tumorales (Cheng et al., 2019).

Figure 29 : Bioingénierie de surface exosomale par modification physico-chimique (modifié
de Liang et al., 2021)
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Enfin les interactions électrostatiques ont été utilisées pour améliorer I'absorption des
exosomes par leurs cellules cibles, et reposent sur le méme principe que les kits de
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transfection commerciaux. La membrane exosomale étant chargée négativement, tout
comme la membrane des cellules, il est possible de réduire la répulsion par les cellules en
mixant les exosomes avec des éléments cationiques. La réduction du potentiel de
membrane permet in vivo d’améliorer significativement I'absorption exosomale (Nakase et
Futaki, 2015). Ce principe a été utilisé dans un modéle murin d’inflammation hépatique pour
la délivrance d’exosomes issus de MSC. On a montré qu’il était possible de fixer un
polysaccharide cationique, le pullulan, qui est spécifiquement absorbé par les cellules
hépatiques. L’accumulation en surface de pullulan accroit 'absorption cellulaire, et donc les
effets régénératifs des exosomes issus de MSC (Tamura et al., 2017).

e Hybridation exosomes/liposomes

L’hybridation entre exosomes et liposomes est une méthode qui permet d’apporter
plusieurs modifications de maniere concomitante. Elle peut étre effectuée soit en amont sur
la cellule parentale (Lee et al., 2016) ou directement avec les exosomes (Rayamajhi et al.,
2019). Cette méthode permet de charger sur un méme exosome des molécules aux
propriétés opposées, par exemple hydrophobe et hydrophile. Le liposome fusionnant avec
'exosome, les contenus du lumen et de la bicouche lipidique restent dans leurs
compartiments respectifs dans 'exosome, a savoir la membrane et la lumiére vésiculaire.
On peut donc réaliser de l'ingénierie moléculaire en surface tout en chargeant un agent
thérapeutique.

B. Applications thérapeutiques vétérinaires
a. Délivrance thérapeutique ciblée

La délivrance médicamenteuse vectorisée par les exosomes est notamment décrite pour
les agents thérapeutiqgues antitumoraux. Certaines molécules naturelles comme les
anthocyanidines représentent des agents antioxydants trés intéressants pour lutter contre
les atteintes tumorales, mais leur utilisation reste limitée du fait de leur faible biodisponibilité.
La formulation exosomale de ces agents permet d’augmenter leur distribution : on a montré
gue la réponse thérapeutique est grandement améliorée dans des modeles de tumeurs
pulmonaires chez la souris (Munagala et al., 2017).

On retrouve par ailleurs I'implication des exosomes dans le traitement des atteintes du
systéme nerveux central. Comme rapporté précédemment, les exosomes peuvent passer
la barriéere hémato-encéphalique et représentent donc un systeme de délivrance efficace
pour le systéme nerveux central. On a montré sur des modéles in vivo de poisson-zebre et
de souris que les exosomes issus de neutrophiles étaient capables de délivrer la
doxorubicine dans les cellules tumorales de gliomes, permettant ainsi de réduire la
croissance tumorale. Ces exosomes sont sensibles au chimiotactisme comme leurs cellules
parentales (J. Wang et al., 2021).

Les exosomes tiennent par ailleurs une place importante dans la potentialisation de
molécules antibactériennes, notamment pour la lutte contre certains pathogénes résistants.
Ainsi on a montré qu'il était possible d’atteindre les souches résistantes de Staphylococcus
aureus en délivrant un antibactérien dans les cellules. En effet les staphylocoques sont des
pathogenes extracellulaires mais peuvent aussi étre retrouvés dans les macrophages, ce
qui favorise leur résistance médicamenteuse. Chez la souris, on a isolé des exosomes
macrophagiques chargés avec un antibactérien, le linézolide. Ces derniers s’accumulent
dans les macrophages et induisent un effet antibactérien significatif. L’infection par des
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souches résistantes est significativement inhibée chez les souris traitées avec des
exosomes par rapport a la formulation libre de I'antibactérien. La délivrance cellulaire de
molécules antibactériennes constitue une avancée intéressante pour la lutte contre la
résistance bactérienne intracellulaire tant chez ’'homme que chez les animaux (X. Yang et
al., 2018).

b. Médecine régénérative

La médecine régénérative est un domaine qui repose sur la réparation, le remplacement
ou la régénération des cellules dont la fonction est altérée. Elle s’appuie notamment sur la
culture de cellules souches. Or on a déja vu au l.1.c ci-dessus que l'effet régénératif des
MSC dépendait notamment de leur sécrétome et donc des exosomes. L'utilisation
d’injections d’exosomes sans leurs cellules parentales s’inscrit dans le principe de cell-free
therapy.

On retrouve quelques exemples de cette application en médecine vétérinaire,
notamment pour les atteintes articulaires. On a montré que les exosomes dérivant de
cellules de la moelle osseuse peuvent servir de support thérapeutique pour réduire
linflammation dans les atteintes chondrocytaires chez le cheval. Ces exosomes sont
capables d’induire une croissance des cartilages |ésés et de favoriser la régénération des
chondrocytes. Les thérapies a base d’exosomes de cellules souches peuvent donc servir
dans la gestion des maladies articulaires du cheval (Kim et al., 2020).

Une autre équipe s’est également intéressée a 'application des thérapies cell-free dans
le contexte de synovite chez le porc. L’injection d’exosomes issus des cellules souches
permet de diminuer I'afflux de lymphocytes et I'expression de TNF-a. L’inflammation
articulaire est réduite chez les porcs traités avec des solutions d’exosomes (Casado et al.,
2017).

Chez le rat et la souris, on a montré que les exosomes issus de MSC étaient a 'origine
d’'un effet protecteur et régénératif dans le cadre de modéles d’atteintes pré-rénales et
rénales (Thongboonkerd, 2019). Des chercheurs se sont intéressés a I'étude de la
récupération rénale suite a I'induction d’'insuffisance rénale aiglie post-rénale chez le chat.
L’injection intraveineuse d’exosomes dérivant des MSC du parenchyme adipeux a montré
un effet bénéfique sur la récupération rénale. Par rapport au groupe controle, les taux
biochimiques de créatinine, d'urée et de phosphore des chats traités avec les exosomes
reviennent plus rapidement a la normale (Li et al., 2022).

On retrouve une application de thérapie exosomale pour la récupération des fonctions
neuronales dans le cadre du traumatisme cranien. Les rats traités par injections d’exosomes
de MSC récuperent plus rapidement leurs fonctions sensitives et motrices. Par ailleurs
a I'échelle cellulaire on observe un plus grand nombre de cellules endothéliales néoformeées,
ainsi qu’une réduction de l'inflammation neuronale (Y. Zhang et al., 2015). De maniere
comparable, on a montré que linjection d’exosomes chargée avec miR-494 favorise la
régénération des neurofilaments et la récupération comportementale chez le rat atteint de
traumatisme de la moelle épiniéere (Huang et al., 2021).

Dans ce contexte, une méta-analyse portant sur les modeles animaux de traumatismes
de la moelle épiniére a montré que les exosomes issus de cellules souches peuvent
ameliorer de maniere significative la fonction motrice chez les individus atteints. Les niveaux
d’expression des protéines anti-inflammatoires sont grandement augmentés ainsi que les
protéines anti-apoptotiques, a contrario des protéines pro-inflammatoires. La limite de
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'ensemble de ces études étant qu’elles reposent sur des modéles de recherches, dont la
transposition a la clinique demande encore a étre effectuée (Zhang et al., 2022).

Enfin on retrouve dans la littérature une étude a portée uniquement vétérinaire
appliquant une thérapie a base d’exosomes de MSC pour le traitement de plaies cutanées.
On a mis en évidence que 'administration de ces exosomes permet d’améliorer de maniere
significative la régénération de la peau, avec notamment un accroissement de la synthése
de collagéne et de la néovascularisation (EI-Tookhy et al., 2017).

c. Vaccination et immunothérapie

L’utilisation des exosomes pour la création de vaccins repose en grande partie sur leur
potentiel immunogene da a leur ligands surfaciques (Montaner-Tarbes et al., 2021).

Des études préliminaires s’intéressent notamment au virus de la chorioméningite
lymphocytaire, au syndrome respiratoire et reproducteur porcin ainsi qu'a la maladie de
Marek.

Le principe de vaccination exosomale a été appliqué aux infections parasitaires. On a
mis en évidence qu’il était possible d’améliorer la protection d’animaux exposés a une
infection par Eimeria tenella (coccidies) chez la poule. L’injection d’exosomes de DC
préalablement exposées aux antigenes du parasite entraine plusieurs effets bénéfiques en
comparaison a une vaccination avec I'antigéne seul, a savoir : une augmentation du nombre
de cellules spléniques et de cellules de I'amygdale caecale exprimant des
immunoglobulines contre le parasite ; une augmentation de la production de molécules de
linflammation (IL-2 ; IL-16 et IFN-y) ; une augmentation de la production de cellules de
limmunité. Par ailleurs, les poulets vaccinés avec les exosomes présentent moins de
|ésions intestinales, une moins grande charge parasitaire ainsi qu’une plus faible mortalité
(del Cacho et al., 2011).

Un autre cas de vaccination exosomale contre les parasites a été décrit concernant la
toxoplasmose chez la souris. On a montré qu’il était possible d’améliorer la réponse
immunitaire apres exposition a Toxoplasma gondii. Des exosomes issus de cellules
dendritiques exposées au parasite ont été injecté par voie intranasale et oculaire chez des
souris. Les souris vaccinées présentaient de bien plus hauts taux d’immunoglobulines
dirigées contre Toxoplasma gondii. Par ailleurs I'expression du géne B1 associé au parasite
est diminuée chez les souris vaccinées avec les exosomes (Jung et al., 2020).

L’application de la vaccination exosomale pour les virus apporte quelques résultats mais
ils ne sont pas toujours concluants. Une étude portant sur le virus de la chorioméningite
lymphocytaire de la souris a mis en évidence que la vaccination a partir de VE dérivant de
cellules de la moelle osseuse ne permet pas d’activer une réponse antivirale par les
lymphocytes T (Coppieters et al.,, 2009). Au contraire une autre étude portant sur le
syndrome respiratoire et reproducteur porcin a permis d’obtenir des résultats plus probants.
Un ARNmi a été synthétisé afin de cibler la sialoadhésine ou CD163, deux récepteurs
impliqués dans l'attachement du virus. L'exposition des cellules a des exosomes porteurs
de cet ARNmi a permis la suppression du récepteur d’attachement viral, avec une diminution
notable du titre viral sur le long terme, ainsi qu’une protection efficace contre plusieurs
souches virales (Zhu et al., 2014).
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Enfin, on retrouve dans la littérature quelques études portant sur la vaccination
antitumorale ou I'immunothérapie chez les animaux domestiques.

Dans le cadre de I'étude des tumeurs vénériennes transmissibles, on a montré qu’il était
possible d’utiliser les TDE pour stimuler la réponse immunitaire vis-a-vis de la tumeur. Les
exosomes porteurs d’antigénes tumoraux sont plus efficaces pour stimuler la réponse
immunitaire que les antigenes libres. L'injection de DC ayant été exposés aux exosomes
issus de cellules tumorales a permis d’éliminer completement la tumeur. Les tentatives de
vaccination a l'aide de TDE seuls n'ont pas permis toutefois d’obtenir une réponse
satisfaisante. L’utilisation d’exosomes modifiés par ingénierie moléculaire semble étre
nécessaire pour que ces derniers puissent induire une réponse immunitaire suffisante
(Ramos-Zayas et al., 2019).

On décrit par ailleurs I'utilisation d’exosomes dérivant de cellules NK dans le cadre des
tumeurs mammaires canines. On a en effet montré que 'administration d’exosomes issus
de cellules NK est a l'origine d’'une diminution de nombreux marqueurs tumoraux, une
diminution de la taille de la tumeur et une réduction de la progression tumorale sur un
modele murin. Ces exosomes naturels pourraient servir d’outil thérapeutique dans la prise
en charge de ces tumeurs solides, dont le carcinome mammaire canin (J. Lee et al., 2021).

Enfin une derniére étude s’appuie sur la transposition des propriétés de Toxoplasma
gondii. Il est possible d’utiliser des exosomes issus de cellules dendritiques exposées au
parasite afin de réduire I'activité tumorale. On a observé sur un modele de cancer colorectal
chez la souris que ces exosomes entrainaient une diminution significative de la croissance
tumorale (Lu et al., 2022).

Les données disponibles sur I'application clinique et thérapeutique des exosomes a la
médecine vétérinaire ne sont pas nombreuses a I'’heure actuelle. Elles concernent en
majeure partie des maladies qui atteignent 'lhomme et dont la transposition sur des modeles
animaux permet d’en étudier les effets. Les quelques études spécifiquement vétérinaires
concernent notamment la vaccination et la médecine régénérative, mais elles ne permettent
pas encore de mettre en place des moyens thérapeutiques reconnus et utilisés a grande
échelle chez les animaux domestiques comme les animaux de rente.
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Conclusion

Nous avons pu voir a travers cette thése que les exosomes font partie d’une famille plus
large de vésicules extracellulaires, et possedent des caractéristiques spécifiques qui
dépendent a la fois de leur cellule parentale et de leur biogenese. Cette biogenéese est un
processus tres complexe qui doit encore étre exploré. Elle fait intervenir principalement le
complexe protéique ESCRT, en association avec des mécanismes accessoires,
complémentaires ou indépendants. Les exosomes sont au milieu dun carrefour
métabolique, entre recyclage et sécrétion, sécrétion assurée par le complexe de protéines
RAB/SNARE.

Cette thése a permis de mettre en avant les nombreuses possibilités d’isolement et de
caractérisation exosomale, physique, chimique et d’affinité biologique. Le développement
de techniques performantes représente un enjeu majeur, mais c’est avant tout la
standardisation des protocoles qui permettra d’aboutir a des données transposables en
clinique.

Les applications fonctionnelles des exosomes se retrouvent a I'échelle de 'organisme
tout entier, dans les processus immunitaires et de développement, ce qui participe a
’homéostasie des organes. La dérégulation de la production exosomale peut étre le moteur
ou le support d’atteintes néoplasiques, métaboliques, inflammatoires ou encore
infectieuses. La compréhension fine des mécanismes sous régulation exosomale est le
second enjeu capital de I'étude des exosomes. La détermination des modifications de profils
exosomaux en situation pathologique permettra de développer des méthodes nouvelles de
biomarquage, applicables pour le diagnostic et le pronostic de différentes maladies
humaines et vétérinaires.

Les exosomes, fort d’'un potentiel de transporteurs biologiques naturels, peuvent étre
dérivés pour des applications thérapeutiques variées. La bioingénierie génomique et les
modifications physico-chimiques en font des vecteurs de choix pour la délivrance d’agents
thérapeutiques, en médecine régénérative ou pour la vaccination.

Cependant, bien que les études concernant ces vésicules soient de plus en plus
nombreuses, le pool de données concernant le domaine vétérinaire reste a agrandir. La
poursuite des recherches comparatives, ainsi que la conduite d’études spécifiques aux
animaux de rente et animaux domestiques seront nécessaires pour profiter pleinement du
potentiel des exosomes en médecine vétérinaire.
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LES EXOSOMES : METHODES D’ETUDES, COMPOSITION, FONCTIONS,
INTERET EN MEDECINE HUMAINE ET VETERINAIRE

AUTEUR : Nicolas Wurtz

RESUME :

Les exosomes sont des veésicules extracellulaires découvertes il y a une cinquantaine d’années,
mais ne sont étudiés plus largement que depuis le début du millénaire. Ces vésicules nanométriques
de composition trées complexe, représentent des vecteurs moléculaires a travers tout 'organisme.
L’objectif de cette thése est de constituer un recueil des données scientifiques relatives a la
biogenése des exosomes, ainsi qu'aux processus bhiologiques physiologiques et pathogéniques
auxquels ils participent. La biogenése dépend du complexe protéique ESCRT mais aussi d’autres
mécanismes accessoires, et se déroule au carrefour des voies du métabolisme, entre endosomes,
lysosomes et appareil de Golgi. Les exosomes sont impligués dans les processus
physiologiques tels que 'immunité, la reproduction, le développement. Leur étude dans le cadre des
mécanismes pathologiques, notamment néoplasiques, permet de soulever de nouveaux candidats
biologiques pour le diagnostic et le pronostic en médecine humaine et vétérinaire. Des chercheurs
ont d’ores et déja transposé leur utilisation a la thérapie a travers des essais cliniques. Cependant il
reste un important travail de fond a faire face a 'amalgame qui entoure la définition des vésicules
étudiées et au manque tangible de standardisation des protocoles. La transposition clinique des
exosomes reste encore lointaine, au moins en médecine vétérinaire. Le portage de la biochimie
exosomale a la médecine vétérinaire n’en est qu'a ses débuts mais I'application du concept de
biopsie liquide et la bioingénierie ont permis quelques découvertes innovantes quant au diagnostic
des néoplasies et maladies infectieuses notamment, mais aussi pour la thérapie régénérative,
limmunothérapie ou encore la vaccination.
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SUMMARY:

Exosomes are extracellular vesicles discovered fifty years ago but which have been studied more
precisely from the beginning of the millennium. These nanometric vesicles have a complex
composition which gives them potential as vectors for the whole organism. The purpose of this thesis
was to collect scientific data about the biogenesis of exosomes, as well as physiological and
pathological processes in which they are involved. Biogenesis depends on the ESCRT protein
complex but also on other accessory mechanisms. It happens at the crossroads of metabolic
pathways, between endosomes, lysosomes and the Golgi apparatus. Exosomes get involved in
physiological process, like immunity, reproduction and development of organs. Their study in
pathological processes, especially neoplasms, highlights new biological candidates for diagnosis
and prognosis in human and veterinary medicine. Some researchers have already transposed their
use in therapies through clinical trials. Though there is still much background work to achieve; given
the amalgam that surrounds the definition of the vesicles studies and the lack of standardized
protocols. Adaptation to the clinics remains a distant goal, at least in the veterinary field. Bringing
exosomal biochemistry to veterinary medicine is still in its infancy but the application of the concept
of liquid biopsy and bioengineering has led to some innovating discoveries in the diagnosis of
neoplasia and infectious diseases, but also in regenerative therapy, immunotherapy or vaccination.
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