Identification des sous-populations des vésicules extracellulaires qui

contiennent le miR-451 et modification de leur distribution dans les organes

Adnie Etienne

Une thése soutenue en conformité partielle avec les exigences de

Maitrise en médecine cellulaire et moléculaire

Département de Médecine Cellulaire et Moléculaire
Faculté de Médecine

Université d’Ottawa

© Adnie Etienne, Ottawa, Canada, 2023



Résumé

Contexte : Les vésicules extracellulaires (VE), trés étudi€es ces derniéres années, possedent des

potentialités trés prometteuses pour la médecine de nos jours, dans le diagnostic et le traitement
des maladies. Cependant, leur diversité, en termes de contenu et d’origine cellulaire, influence leur
comportement et leur cible. Par conséquent, il est important d’étudier des différentes facons que
les VE peuvent agir face a des modifications en vue d’étre plus spécifique dans les choix de VE

pour une cible déterminée.

Méthode : Des modifications géniques et biochimiques, basées respectivement sur la méthode
CRISPR (TSG101 Knock out), I’inhibition enzymatique (nSMase 2) et la méthode de Gibson
(IGF1R5-H2), ont été apportées sur des cellules HEK293T. Les VE de ces cellules modifié¢es ont
¢été ensuite étudiées en termes de nombre, de taille et de contenu en certains marqueurs protéiques
et micro-ARN d’une part, et injectées aux souris, d’autre part, afin d’observer leur préférence de

distribution.

Résultats : Ici nous rapportons que les cellules avec TSG101 Knock out et inhibition de la nSMase
2 ont une production moindre de VE d’environ 50%. Ces VE sont de plus grande taille avec une
diminution de certains marqueurs protéiques et un enrichissement en miR-451 diminué. Les VE
des cellules H2 ont une plus grande absorption au cerveau comparativement aux VE des cellules

U118 et HEK293T.

Conclusion : Notre étude a démontré que des sous-populations de VE peuvent étre différenciées
a partir de la déplétion de géne ou I’inhibition d’enzyme pour la non-expression de protéines
réputées d’étre importantes pour leur production. Par ailleurs, des modifications cellulaires pour

I’expression de certains anticorps produisent des VE avec une affinité particulicre.
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Chapitre 1 : INTRODUCTION

La cellule est une unit¢ complexe, constituée d’organites et de molécules de nature
chimique et biologique qui interagissent, se libérent et s’absorbent pour le bon fonctionnement de
cette derniere. Ces divers organites et molécules peuvent s’organiser en différents appareils ou
systémes, soit pour la nutrition, la respiration, la communication ou 1’¢élimination de déchets dans
le but de maintenir ’homéostasie cellulaire. Ces systémes peuvent se comporter différemment,
dépendamment de la situation physiologique ou pathologique dans laquelle se trouve la cellule, et

la libération de molécules dans le milieu extracellulaire peut étre témoin de 1’état de la cellule.!

Durant ces deux derniéres décennies, les diverses études portées sur la structure et le
fonctionnement de la cellule ont permis de faire la découverte de la présence de petites vésicules
relarguées par les cellules. Ces vésicules dites extracellulaire (VE) jouent un rdle trés important en
débarrassant la cellule de ses déchets et en maintenant I’homéostasie cellulaire. Elles assurent
également la communication intercellulaire - caractéristique essentielle de tout organisme
multicellulaire - tout en modifiant le comportement biologique d’une cellule a une autre. Cette
communication assurée par les VE est effectuée non seulement entre les cellules qui sont
rapprochées ou faisant partie d’un méme tissu (signalisation juxtacrine), mais également entre les
cellules éloignées ou faisant partie de tissus ou d’organes différents (signalisation paracrine et
endocrine). Cette potentialité des VE, prometteuse pour 1’évolution de la médecine, leur a valu
leur utilisation dans différentes méthodes de diagnostic et sont trés convoitées comme étant des

potentiels outils de traitement de maladies.'!:'

Les VE sont libérées par tous les types de cellules (eucaryotes et procaryotes), que celles-

ci soient dans des conditions de physiologie normale ou d’anomalies. Leur production est



influencée par des facteurs de croissance de la cellule et est adaptée en fonction des besoins de
celle-ci. Elles sont échangées entre les cellules et sont divisées en 3 sous- principaux types qui sont

les microvésicules (MV), les corps apoptotiques et les exosomes.*

Les exosomes ou petites vésicules extracellulaires (pVE) font partie des véhicules
¢lectriques de la cellule, avec une taille moyenne de 100nm (40 a 160 nm), et sont formés a partir
de I’invagination de la membrane endosomale des corps multivésiculaires (MVB). En se croisant
avec d’autres vésicules et organites dans la cellule, les MVB vont se charger de différentes
biomolécules fonctionnelles, d’ou la diversité des composants des exosomes. Ces MVB vont se
fusionner avec la membrane plasmique pour procéder au relargage de leurs vésicules
intraluminales (VIL) - futurs exosomes - dans le milieu extracellulaire. Ce phénoméene conduit a
leur absorption par d’autres cellules et ils parviennent a influencer divers aspects biologiques de

ces cellules receveuses.?

Par ailleurs, des études ont pu prouver que les exosomes peuvent se comporter
différemment en ce qui a trait a leur voie de biogenese, leur composition moléculaire, leur taille,
leur tropisme régulé par ’expression de leurs marqueurs et leurs récepteurs de surface. Ces
caractéristiques non unanimes ont amen¢ a définir différentes sous-populations de VE, avec des

contenus, des roles et des potentialités distincts.>*>

Notre étude a pour but de déterminer, d’une part, certains comportements des exosomes en
termes de contenu, de taille et de nombre en procédant par certaines modifications de la cellule.
D’un autre coté, I’affinité des exosomes pour les organes n’est pas uniforme, leur bio distribution
dépend de leur composition moléculaire, de leurs protéines membranaires et du type de cellule

d’ou ils proviennent.? Par conséquent, nous voulons déterminer la distribution préférentielle



d’exosomes purifiés a partir de différentes catégories de cellules. Ce qui nous permettra d’¢lucider
quels types d’exosomes sont plus 8 méme de s’accumuler dans un organe, tandis qu’ils seraient

moindres ou négligeables dans un autre.

Un défi majeur dans les études sur les VE consiste en 1’incapacité a séparer les exosomes
des microvésicules. Cela est dii au manque de méthodes d’isolation spécifiques des VE, !¢ d’ou

notre utilisation des 2 termes, exosomes et VE, tout au long du texte.

1.1 Vésicules extracellulaires et biogenese

Les mécanismes cellulaires impliqués dans la formation des VE différent entre les
exosomes, les MV et les corps apoptotiques, cependant, certains de ces mécanismes peuvent étre
partagés.'® Elles présentent, toutefois, des caractéristiques communes telles que leur libération
dans le milieu extracellulaire, ainsi que leurs contenus en lipides, protéines et acides nucléiques
spécifiques quelles sont susceptibles de partager avec les autres cellules. Ce qui justifie leur utilité

dans le bio-marquage des processus pathologiques et dans la vésiculothérapie.'’
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Figure 1. Caractéristiques des vésicules extracellulaires. Représentation schématique des différents types de
vésicules extracellulaires de la formation des vésicules extracellulaires et classification en fonction de leur biogénése,
leur taille et leur contenu. ALIX : Protéine d'interaction de mort cellulaire programmée 6 ; LAMP1 : Protéine
membranaire associée aux lysosomes 1 ; Tsg101 : Géne de sensibilité aux tumeurs 101.%8



1.1.1 Exosomes

La formation des exosomes provient d’une double invagination de la membrane
endosomale des corps multivésiculaires et sont libérés par exocytose dans le milieu extracellulaire
aprés fusion avec la membrane cytoplasmique. En effet, le processus commence par une premiere
invagination de la membrane plasmique qui va former une structure en forme de coupe. Cette
structure, constituée de protéines de surface et de protéines extracellulaires, va se transformer en
endosomes de tri précoce (ETP). A ce stade, I’appareil de Golgi ainsi que le réticulum
endoplasmique rentrent en jeu en contribuant a la formation et au contenu des ETP. Ces derniers
peuvent par la suite fusionner avec d’autres ETP préexistants et murir en endosomes de tri tardif
(ETT) pour former les corps multivésiculaires encore appelés endosomes multivésiculaires
(EMV). Ce processus se fait par invagination vers I’intérieur de la membrane limitante endosomale
d’ou la double invagination. Ces EMV sont constitués de plusieurs petites vésicules intraluminales
(VIL), ce sont de futures exosomes qui seront libérés dans le milieu extracellulaire lorsque les
EMV se fusionnent avec la membrane plasmique. Dans le cas ou ces EMV fusionnent avec les
lysosomes ou les autophagosomes, ils seront complétement dégradés.!! Les exosomes fraichement
relargués dans le milieu extracellulaire peuvent provenir d’une production croisée d’exosomes
endogeénes ou recyclés, car la cellule qui produit des exosomes en recoit également et les deux

voies peuvent étre coincidées.>’

I1'y a plusieurs voies qui ont ét¢ démontrées importantes pour une production d’au moins

une partie des exosomes, comme le céramide (nSMase2)*’, les ESCRT (Tsg101)!%, ARF6 (4DP-

1.2

ribosylation factor 6)*, ou Syntenin-1.>> Cependant, la sécrétion de VE n’est pas inhibée

entiérement par une déplétion des sous unités ESCRT ou des autres voies de biogenése, bien que



des modifications morphologiques et de cargaison des VE soient observées dans ce cas, d'ou,

également, une hétérogénéité.>®

1.1.1.1 Le systéme de tri endosomale

Le complexe de tri endosomique requis pour le transport (ESCRT) régule la formation des
MVB et joue également un role important dans I’emballage des biomolécules dans les VE.
Cependant, les cellules dépourvues ou appauvries en complexe ESCRT sont quand méme
parvenues a la formation des MVB, ce qui laisse penser qu’il y a une voie de production des VE
non régulée par le complexe ESCRT.? De ce fait, la curiosité de découvrir d’autres voies de
formation des VE a été suscitée et on est parvenu a la découverte de voies qui sont tantot

dépendantes tantot alternatives ou indépendantes a la voie ECSRT.*

a. Voie dépendante de ESCRT

Classiquement, la machinerie ESCRT est recrutée au site de formation des exosomes. Cette
machinerie est composée d’un ensemble de 30 protéines environ, s’organisant 4 complexes (0-I11),
y compris d’autres protéines associées. Chacun de ces complexes assure un role bien défini dans
le processus de formation des VE. Le complexe ESCRT-0 joue le réle de reconnaissance et de
séquestration des protéines transmembranaires, les complexes ESCRT- I et II assurent la
déformation de la membrane et le triage de la cargaison, tandis que le complexe ESCRT- III
entraine la scission des vésicules.!®!® Toutefois, cette voie quoique dépendante de ESCRT peut
étre initiée par les protéines tétraspaniques, notamment le CD63 qui s’accumule dans les

endosomes au début de la biogenése.'?
b. Voie indépendante de ESCRT

L’inactivation d’un ou des 4 complexes ESCRT n’élimine pas la possibilité pour la cellule



de générer des VE, car d’autres molécules comme des lipides, des tétraspanines ou des protéines
de choc thermique ont la propriété d’induire la sécrétion d’exosomes.?!*34? En effet, dans certains
types de cellule, le tétraspanine CD63 - qui est trés enrichi dans le milieu intracellulaire et localisé
majoritairement dans les endosomes et les lysosomes tardifs - assure le tri pour la formation des
MVB et s’accumule dans les VIL.!**73% Aussi, les enzymes sphingomyélinase neutre (nSMase) et
phospholipase D2 pour I’hydrolyse, respectivement, de la sphingomyéline en céramide et la
phosphatidylcholine en acide phosphatidique, assurent-elles le bourgeonnement vers 1’intérieur et

la formation des VIL en générant des lipides au niveau de la membrane limitante des MVB.!!:2

Par ailleurs, la composition et la proportion de la céramide par rapport aux autres lipides
membranaires comme le cholestérol, sont essentiels a la formation et a I’excrétion des VE pour
une voie indépendante de I’ESCRT. Par conséquent, la suppression ou la modification de la
céramide dans la cellule, par I’utilisation d’un anticorps ou d’un siARN anti-céramide nuirait au
bourgeonnement intraluminal des VE.! De méme qu’une déplétion du TSG101 réduit

I’excrétion d’exosomes dans diverses cellules.*

On a également la voie synténine-syndécan-Alix, au cours de laquelle le bourgeonnement
de la membrane endosomale dépend de I’interaction de la synténine avec Alix ainsi que de la
présence du sulfate d'héparane.'*?? En effet, ce trio endosomal est impliqué dans la production
d’une classe d’exosomes avec un contenu spécifique et son appauvrissement altere la production
d’exosomes. Cette voie a, cependant, un lien interdépendant avec la protéine CD63 qui en dépend
pour son accumulation dans les VIL. Le TSGI101, protéine du complexe ESCRT I dont
I’inactivation réduit la production de synténine et de syndécan, influence aussi cette voie, d’ou son

role clé dans la biogenése d’exosomes synténin-syndécan.??



Ces observations laissent prétendre qu’il y aurait de temps a autre des réactions croisées
entre les différentes voies de biogenése des exosomes et justifient le fait que 1’absence totale de

I’une d’entre elles ne compromet pas la production d’exosomes.

1.1.2 Microvésicules

La biogenese des MV n’est pas assez définie. Elles différent des exosomes principalement
par leur mode de formation et leur taille. Cependant, pour une grande majorité, leurs tailles se
chevauchent, ce qui rend difficile leur différenciation lors des centrifugations différentielles (entre
10 000 x g et 20 000 x g pour les MV, et jusqu’a 100 000 x g pour les exosomes).!” De ce fait, la
technique de référence utilisée pour les identifier et les différencier est la microscopie.*’ Par
ailleurs, I'immuno capture est un outil important permettant de les distinguer du fait que les MV
et les exosomes possédent des signatures protéiques différentes dues a leurs origines

intracellulaires différentes.!°

Ces petites vésicules, d’une taille allant de 100 a 1000nm, font partie des ectosomes, a coté
des microparticules et des vésicules de grande taille. Leur biogenése consiste en un pincement de
la surface de la membrane plasmique, suivi de fission et bourgeonnement vers I’extérieur. Ces
fragments de membrane, une fois dans le milieu extracellulaire avec leur cargaison en protéines et
en lipides spécifiques représentant leur cellule d"origine, procédent également a la livraison de leur
contenu aux cellules réceptrices. Elles sont, par conséquent, des vecteurs d’informations
biologiques participant dans 1’échange intercellulaire. Elles sont libérées par tous les types de
cellules et peuvent servir de biomarqueurs avec une pertinence clinique pour les maladies

cardiovasculaires notamment.”®



1.1.3 Corps apoptotiques

D autres fragments subcellulaires sont générés aux cours du processus d'apoptose
cellulaire et sont appelés corps apoptotiques. Ces derniers sont d'un diameétre allant de 50 a
5000nm et contiennent également des acides ribonucléiques, des fragments de noyaux, des
protéines histones et certains organites intacts. Leur rdle consiste a présenter ce cargo de molécules
immunogenes aux macrophages pour déclencher la mort cellulaire programmée des cellules

défectueuses, d*ou leur importance dans la régulation de la fonction immunitaire.”®-!9%:161

1.2 Exosomes et Composition

Les exosomes sont constituées de diverses biomolécules fonctionnelles comme des lipides,
des protéines intracellulaires et de surface cellulaire, des métabolites et des acides nucléiques. Ces
constituants sont de méme nature que ceux de la cellule mére d’ou proviennent les exosomes et

sont donc différents, d’un type d’exosomes a d’autres, selon la nature de la cellule d’origine.!'®

Quoique provenant de diverses cellules, les exosomes ont en communs certaines
caractéristiques comme la présence de tétraspanines (CD9, CD63, CD81), de différentes catégories
de protéines comme celles de liaisons et de transport membranaire (Annexines, GTPase, protéines
de Rab), de biogenese (TSG101, Alix), de choc thermique (Hsp 60, Hsp 70 et Hsp 90), ainsi que

des acides nucléiques (ADN, ARN) et des lipides (cholestérol, céramides).'?!

De méme, d’un type de cellule peuvent provenir des exosomes avec des contenus, des
expressions et des roles différents. Cette diversité est non seulement liée a leur caractéristiques
biochimiques et physiques (Sédimentation, taille, densité), mais également a leur voie de
biogenese qui peut étre dépendante (Tsgl01, Alix) ou indépendante (céramide, sphingomyélinase

2), de la machinerie ESCRT, ainsi que la présence de tétraspanines différents (CD9, CD63).1%



Par ailleurs, certaines conditions de la cellule influencent la nature du contenu des
exosomes comme c’est le cas dans les situations d’hypoxie (présence de tumeur ou de Iésion
vasculaire), ou la composition en protéines et en ARN est modifiée dans les exosomes des cellules

endothéliales, par exemple.’

1.2.1 Contenu en protéine

La teneur en protéine a été le premier contenu a étre étudié¢ depuis la découverte des VE.
On a utilisé diverses méthodes de détection des protéines comme le Western Blot, SDS-PAGE,
immunotransfert, I’immuno-EM, la digestion a la trypsine, la cartographie de masse peptidique,
ainsi que 1’analyse protéomique. Cette derniére permet une identification a plus grande échelle des
protéines contenues dans les VE.> Ces méthodes ont permis de réaliser que le protéome des VE est
différent en fonction du type de VE (exosomes, corps apoptotiques, microvésicules), bien qu’iln’y
ait pas un marqueur protéique spécifique pour différencier les exosomes des corps apoptotiques
par exemple.’ Cette différence dans le contenu protéique est particuliérement liée a la diversité des
voies de formations des VE, par exemple, les exosomes contiennent des protéines associées aux
endosomes telles que le Rab, GTPase, SNARE, Annexines, Flotilline, Alix, TSG101 qui sont pour
la plupart impliquées dans la biogenése des MVB.!> Cependant, ’analyse protéomique des VE
d’une méme source de cellule peut étre différente dépendamment de la méthode d’isolement
utilisée. De ce fait, les caractéristiques protéiques des VE peuvent se croiser lors d’une analyse

protéomique en raison du manque de méthodes d’isolement et d’analyse standardisées.’

Il existe cependant un ensemble de protéine qui semble étre présentes dans toutes les VE
provenant de quel que soit le type de cellule. Ce sont les protéines du complexe ESCRT (0-III) et
les protéines dites accessoires : ALIX (protéine X interagissant avec le gene 2 1i¢ a 'apoptose),

TSG101 (géne de susceptibilité aux tumeurs 101), HSP70 (Protéine de choc thermique 70). Cet
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ensemble de protéines constitue également des marqueurs spécifiques des VE, tandis que d’autres
protéines constituent un sous-ensemble spécifique de certaines VE provenant d’un type de cellule

bien déterminé.!??

1.2.2 Contenu en lipide

Le peu d’études réalisées sur la composition lipidique des VE ont permis de mettre en
évidence un enrichissement en cholestérol, en céramide et en sphingomyé¢line. En effet, le
cholestérol, joue un role crucial dans le devenir des corps multivésiculaires a 1’origine des VE. La
teneur en cholestérol de deux MVB de mémes dimensions détermine si le MVB va se fusionner
avec la membrane plasmique et libérer les VE (teneur élevée en cholestérol) ou s’il va se fusionner

avec les lysosomes pour sa dégradation (en cas de teneur faible en cholestérol). %78

1.2.3 Contenu en acides nucléiques

Les exosomes contiennent ¢galement plusieurs types d’ADN. On a pu détecter des ADN
mitochondriaux (ADNmt), des ADN simple brin (ADNss) et double brin (ADNdb). Ils sont
transférables entre les cellules et influencent la fonctionnalit¢ biologique de la cellule

receveuse.’ > 1152

Les ARN sont tres abondants dans les VE et ils sont aussi diversifiés que ceux retrouvés
dans le milieu intracellulaire. On y trouve les ARN messagers (ARNm), les ARN ribosomaux, les
ARN transferts et notamment les microARN.?> Les ARNm contenus et délivrés par les VE ont la

propriété d’étre traduits en protéines dans les cellules cibles!”

Par ailleurs, I’enrichissement en microARN (miARN) dans les VE est diversifié, mais ne
se fait pas de fagon aléatoire. Cette hétérogénéité ne reflete pas forcément la cellule d’origine mais

est contrdlée par différentes molécules telles que les protéines de la famille hnRNP*, 1a protéine

10



ELAYV humaine HuR?’, le LC3°!, le céramide® qui y jouent un role de sélection.

1.3 Réles/importance des exosomes

Le role spécifique et le but de la biogenése des VE ne sont pas totalement élucidés.
Cependant, plusieurs études ont pu prouver qu’ils interviennent efficacement dans la
communication intercellulaire et aide également la cellule a se débarrasser de ses constituants
excédentaires, ce qui contribue a maintenir I’homéostasie cellulaire. Par ailleurs, I’échange de
contenu qui peut se faire entre les cellules via les VE favorise une modification efficace de la
cellule receveuse en termes de réponse biologique. Ce phénomeéne intervient dans les processus

physiologiques de la cellule et peut accélérer ou freiner un processus pathologique. '

1.3.1 Exosomes et conditions physiologiques

Les exosomes sont impliquées dans la protection des cellules contre le stress et aident a
maintenir ’homéostasie cellulaire. Ils ont la propriété de médier 1’élimination des protéines, des
lipides et des acides nucléiques endommagés via le systéme d’autophagie et maintiennent ainsi le
controle de la qualité des cellules.”® De méme, les exosomes déficients sont phagocytés par les
lysosomes et cette déficience est caractérisé par leur composition.>* Ils participent également dans

la cicatrisation et la réparation des tissus.?®

Les exosomes jouent également un rdole majeur dans la reproduction humaine. En effet, le
développement embryonnaire nécessite une communication intercellulaire hautement raffinée, ce
que les exosomes assurent efficacement. IIs interviennent dans la maturation des spermatozoides,®
dans la protection immunitaire des organes genitaux®' ainsi que dans le développement

embryonnaire et dans la protection du placenta contre des infections grace a la présence de petits
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ARN non codants.®? Ils sont aussi impliqués dans la croissance et la tolérance immunitaire post

natales a partir des microARN se trouvant dans les exosomes du lait maternel.®*

Aussi, les Exosomes neuronaux, a partir de leur miARN-132 assurent-ils le role de maintien de

I’intégrité de la barriére hémato-encéphalique.?’

1.3.2 Exosomes et Maladies

Les exosomes interférent principalement dans les réponses immunitaires, dans les maladies
cardiovasculaires et neurodégénératives, dans la pathogénicité virale ainsi que dans la progression
d’autres maladies, notamment le cancer.!! Ici nous verrons comment les exosomes interagissent

dans les maladies neurodégénératives et le cancer.

1.3.2.1 Exosomes et maladies neurodégénératives

Les exosomes sont impliquées dans la pathogenése de certaines maladies
neurodégénératives comme la maladie d’Alzheimer. En effet, les exosomes du systéme nerveux
central peuvent contenir des protéines pathogenes qui favorisent la propagation de la maladie
d’ Alzheimer telles que les protéines Tau phosphorylées qui sont trouvées dans ces exosomes, ainsi
que les protéines B amyloides qui sont caractéristiques des plaques neuronales dans la maladie
d’Alzheimer. Dans ce contexte, les exosomes neuronaux se chargeant de protéines Tau mutées
assurent 1’accélération de la phosphorylation pathologique de ces protéines ainsi que leur

dissémination.®¢7

Ces mémes observations ont €té faite dans les cas de la maladie de Parkinson et la sclérose
latérale amyotrophique (SLA). En effet, la présence de la protéine alpha synucléine dans les
exosomes est témoin de la maladie de Parkinson. L’accumulation de cette protéine pathologique

dans les cellules neuronales régule de facon négative le complexe ESCRT et limite ainsi sa
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dégradation intracellulaire.”’ Dans la SLA, la SODI1 (Superoxyde dismutase 1) et la TDP-43
(Transactive response DNA binding protein 43 KDa) qui sont deux protéines mal repliées
associées a cette protéinopathie ont été identifiées dans les exosomes.”’"”? En culture, la protéine
SODI1 contenue dans les exosomes des astrocytes entraine la mort des neurones moteurs issus de
la moelle épiniére’""!>* et la TDP-43 a été identifiée dans le surnageant de cellules neuroblastiques
en culture.”>!'>* Ce qui éclaire sur le role des exosomes dans la physiopathologie de cette

protéinopathie.

Cependant, les exosomes du systéme nerveux central peuvent jouer un role également
neuroprotecteur. En effet, les exosomes neuronaux ont la propriété d’altérer ou de transporter hors
des cellules les oligoméres se révélant étre toxiques pour les neurones, comme le peptide

amyloide. %%

1.3.2.2 Exosomes et cancer

La progression du cancer nécessite une communication intercellulaire a courte et longue
distance. De ce fait, les exosomes, comme entités assurant efficacement des échanges
intercellulaires, jouent un réle majeur dans la prolifération des cellules cancéreuses. Ils sont
impliqués, non seulement dans la dissémination du matériel génétique ayant subi des mutations
aux cellules saines, mais également dans la modification du milieu micro-environnant de la tumeur
maligne par le remodelage de la matrice angiogénique. IIs facilitent ainsi la croissance tumorale et
la dissémination des cellules cancéreuses. Aussi, dans les maladies cancéreuses, les exosomes
assurent-ils un réle prépondérant dans la néoplasie, la croissance de la tumeur, le processus
paranéoplasique, les métastases, la plasticité et la résistance aux traitements (radiothérapie, agents

chimio-thérapeutiques et anticorps).”
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La diversité des molécules empaquetées dans les exosomes leur confere une affinité pour
les cellules d’autres organes.!!> Ceci définit la préférence qu’ont certains cancers a étre disséminés
dans des organes de prédilection, donnant méme lieu de prédire le ou les cibles métastatiques de
certains cancers en analysant leurs exosomes circulants. Ce qui améne a croire que les exosomes,
dépendamment de leurs cellules d’origine, n’ont pas tous la méme affinité pour les organes et se

distribuent donc différemment.?

Les exosomes assurent non seulement I’échange de cargaison entre les cellules tumorales
et stromales dans le microenvironnement de la tumeur mais également, ont la propriété de former
des niches pré-métastatiques dans les organes a distance de I’organe atteint par la tumeur maligne.
Ce phénomeéne implique la facilitation de la micro-intravasation pour la dissémination des cellules
malignes via la voie sanguine. Ils prédisposent ainsi ces organes a avoir une affinité pour le

développement de tumeur maligne secondaire ?%-30-31:34

Cependant, les exosomes provenant des tumeurs malignes peuvent aussi déclencher
I’immunosurveillance en stimulant la réponse immunitaire contre le cancer via les lymphocytes T.
En effet, les exosomes provenant des cellules tumorales contiennent également des antigénes
tumoraux qu’ils vont présenter aux cellules dendritiques. Ces dernieres vont favoriser des effets
antitumoraux via les lymphocytes T CDS8.!* De méme qu’ils ont la propriété d’influencer
négativement cette immunosurveillance en induisant I’immunosuppression et facilite ainsi la
propagation de la tumeur.'*?® Cela a été également prouvé par une étude réalisée a partir des
exosomes provenant des cellules cancéreuses pancréatiques. Ces derniers diminuent la cytotoxicité
contre les cellules du cancer en limitant la lyse médiée par le systéme de complément et contribuent
¢galement a induire une immunosuppression dans le micro-environnement tumoral et inhibent

ainsi la réponse immunitaire innée antitumorale.%
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1.3.3 Exosomes et Diagnostic

Bien que I'utilisation des exosomes en milieu clinique soit limitée en raison du manque de
méthodes d’isolement spécifiques et I’incapacité a suivre les exosomes in vivo par imagerie a une
résolution assez fiable, la disposition des VE avec leurs biomarqueurs dans le fluide extracellulaire
est trés prometteuse. Cette disposition offre une possibilité diagnostic a composants multiples pour
le dépistage et la surveillance du cancer et d’autres maladies. De plus, les techniques utilisées a ces
fins sont non invasives puisque les exosomes peuvent se trouver dans tous les liquides biologiques
de ’organisme (lait maternel, urine, sang, salive, liquide amniotique, larmes, lymphe, liquide
cérébro-spinal, liquide synovial, pour ne citer que ceux-1a).>* De ce fait, la biopsie liquide mettant
en évidence les exosomes permet de faire le diagnostic, de suivre I’évolution de la maladie et de
déterminer le pronostic et la réponse au traitement, en procédant par un échantillonnage

longitudinal permettant une analyse a plusieurs composants des exosomes. '!

La cargaison d’ADN que peuvent contenir les exosomes sériques, bien qu’en petites
quantités, permet de détecter les mutations s’associant au cancer.”*’> En outre, les micro-ARN,
plus abondants et spécifiques, offrent des potentiels diagnostiques précoces et pronostiques dans
le suivi du cancer a cause de leur expression différentielle entre les cellules cancéreuses et les
cellules saines.”® A titre d’exemple, le niveau élevé du micro-ARN exosomal miR-21 (un ARN
oncogenes parmi tant d’autres) est témoin de la présence de glioblastomes, de certains cancers de
I’appareil digestif tels que I’cesophage, le foie, le pancréas, le colon, le rectum ainsi que des cancers
de la vessie, de ’ovaire et de la prostate.”®’” Aussi, des miARN exosomaux sériques spécifiques
permettent-ils de faire le diagnostic et de suivre I’évolution de la sclérose en plaque.*? Par ailleurs,
d’autres micro-ARN dits suppresseurs de tumeurs comme le miR-146a, miR-34a peuvent révéler

aussi la présence de certains cancers hématologiques, du tube digestif et du sein.’®
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D’autres molécules de la cargaison exosomale possedent également un potentiel
diagnostic, c’est le cas de la phosphoprotéine utilisée dans le diagnostic du cancer du sein,”® y
compris le profilage d’autres protéines de surface des exosomes pour le diagnostic de patients
atteints de cancer.”” D’ou une possibilité d utiliser les diverses catégories de molécules (lipidiques,
protéiques, acides nucléiques) de la cargaison exosomale dans la détection et le suivi des

pathologies.

Dans le cadre du suivi de I’évolution de la maladie et la réponse au traitement, la biopsie
liquide pour ’analyse des exosomes périphériques permet d’asseoir le pronostic. En effet, une
diminution du nombre d’exosomes traduits une diminution de la charge tumorale, par conséquent

I’efficacité du traitement.®°

1.3.3 Exosomes et Traitement

La cargaison que contiennent les exosomes n’est pas identique a tous les exosomes. Ainsi
ils sont a méme d’étre utilisés a des fins thérapeutiques, puisque dépendamment de leur contenu,
ils vont se lier a des cellules cibles.!! Leur potentialité d’intégrer et de libérer leurs molécules a
des cellules ciblées constitue un atout essentiel dans la mise en place de controle thérapeutique
pour de nombreuses maladies comme les maladies neurodégénératives et le cancer. Les exosomes
détiennent les propriétés intrinseques nécessaires pour le chargement et la livraison efficace de
diverses charges utiles thérapeutiques a des cellules cibles, telles que les ARN courts interférents
(siARN), des oligonucléotides antisens, des agents chimio thérapeutiques, ainsi que des
modulateurs immunitaires.>? En outre, de par leur composition lipidique et protéique, ils ont de
meilleures propriétés pharmacocinétiques et améliorent la biodisponibilité tout en minimisant les

effets indésirables. De ce fait, I’utilisation des exosomes comme véhicules de médicaments aide a
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pallier la toxicité, la multirésistance et 1’échec thérapeutique qu’induit 1’utilisation des polymeres
comme nano-transporteurs, ainsi que des réactions immunologiques graves rencontrées dans
I’utilisation des virus (adénovirus) comme vecteur.”> D’autant plus que la potentialité des
exosomes a traverser la barriere hémato encéphalique (réseau vasculaire fonctionnant comme un
filtre sélectif pour empécher les médicaments ou les toxines d'atteindre le cerveau) fait d’eux les

transporteurs de choix pour la livraison de molécules au niveau du cerveau.’!

I a été révélé que les exosomes purifiés a partir des cellules souches mésenchymateuses
sont par eux-mémes thérapeutiques, bien tolérés et sans effets secondaires importants.®#? Leur
administration par voie intranasale dans le trouble du spectre autistique apporte une nette
amélioration chez les souris atteintes.’® Administrés par voie intraveineuse, ils conférent une
neuroprotection dans le cas de traumatisme cranien dans les modéles porcins.®’ Ils sont également

utilisés pour la livraison de micro-ARN et de siARN dans la prise en charge d’autres pathologies.®

De par leur potentialité a présenter des antigénes aux cellules par la liaison ligand-
récepteur, les exosomes peuvent étre modifiés thérapeutiquement pour inhiber ou induire la
signalisation a partir des récepteurs ou des exosomes de cellules spécifiques.!' Les exosomes
possedent de méme la potentialité de moduler des réactions corrélées aux systemes immunitaires
adaptatifs et innés permettant a I’organisme de faire face aux agressions microbiennes et au cancer,

ce qui donne lieu a leur utilisation dans les thérapies ciblées.!!

Par ailleurs, connaissant les voies de biogenese et de mobilité des exosomes, une étude a
montré qu’on peut agir sur ces facteurs-la pour diminuer la propagation de certaines maladies et
améliorer le pronostic en bloquant la synthése des exosomes par les cellules affectées. Par exemple,
sachant que le céramide dont la synthese est assurée par la sphingomyélinase 2 est essentiel pour

la production d’exosomes, on a pu inhiber cette voie de synthése en bloquant le géne de la

17



sphingomyélinase 2.°%*7 De cette méme maniére, 1’utilisation du GW4869 pour induire une
inhibition de la sécrétion d’exosomes in vivo (souris transgéniques TDP-43) limite la
dissémination du TDP-43 pathologique dans les neurones, dans la sclérose latérale

amyotrophique.”?

Les micro-ARN exosomaux jouent un role clé dans ’utilisation des exosomes dans la
thérapie. Du fait de leur potentialité a circuler librement dans le sang et d’étre protégés de la
dégradation par les ribonucléases, ainsi que de leur efficacité a engager I’ARN messager et a
supprimer I’expression génique des cellules cibles réceptrices, ils attribuent aux exosomes le
potentiel thérapeutique pour I'acheminement de charges utiles spécifiques sous forme de micro-
ARN ou de siARN (petit ARN interférant). ** Cette potentialité a été testée et révélée efficace dans

le traitement de plusieurs types différents de cancers.34%>

1.4 Hétérogénéité et sous-type d’exosomes

L’hétérogénéité des exosomes est trés complexe. Beaucoup d'études se sont accentuées sur
la biogenése des exosomes, et ont amené a découvrir qu’il y a beaucoup de diversités dans la
formation de ces nano vésicules. Par ailleurs, les voies de formation et d’excrétion qui contrdlent
la production de chaque sous-type d’exosomes ne sont pas totalement connues, de plus, il ne se
révele pas étre assez évident de séparer les sous-populations d’exosomes. Ceci est surtout di au
manque d’outils d’isolement et d’analyse spécifiques, bien que certaines méthodes comme la
vitesse de sédimentation, la vitesse de flottaison, la densité, 1I’immuno-affinité, ’analyse

protéomique permettent de comparer des sous populations isolées. '

Ainsi, I’hétérogénéité des exosomes est liée a leur taille, leur contenu, leur impact

fonctionnel sur les cellules réceptrices ainsi que leur origine cellulaire.’
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1.4.1 Différence de taille

La différence de taille peut étre due a une invagination inégale de la membrane endosomale
des MVB. Ceci dépend de la cellule et de sa condition physiologique ou pathologique.'! Cette
différence de taille peut €tre aussi liée aux méthodes d’isolement qui n’arrivent pas encore a
décanter finement les exosomes des autres véhicules électriques. Toutefois, les exosomes se
présentent sous une gamme de taille différente. Ceci influence leur contenu en molécules
biologiques fonctionnelles et en fluides, ainsi que leur profil protéomique et leurs propriétés

biophysique, d’ou une bio distribution sélective au niveau des organes.>>

1.4.2 Différence de contenu

Mise a part la différence de taille, le microenvironnement de la cellule ainsi que son
fonctionnement biologique peuvent avoir un impact sur la cargaison des exosomes. De plus, les
exosomes ne possedent pas tous les mémes types et quantité de molécules fonctionnelles, bien que
certaines molécules soient identiques a tous les exosomes. Se basant sur 1’analyse protéomique des
exosomes, on a pu déceler une hétérogénéité de leurs marqueurs. La technique d’immuno-
isolement révele une autre facon d’avoir des sous-populations d’exosomes par catégories de

tétraspanines (CD9, CD63, CD81).>

Dans une étude récente, on a constaté que 1’inhibition de la protéine Rab27a conduit a la
modification de formation des exosomes en diminuant la sécrétion de certains marqueurs (CD63,
Tsgl01, Alix, HSP70), et ainsi diminue la sécrétion d'exosomes d’environ 70%. Ce qui est
cependant, sans effet sur d’autres marqueurs de petites vésicules extracellulaires (pVE) tels que
CD9, Mfge8.>” De méme, on a pu déceler des différences de tailles de VE associées avec des

tétraspanines spécifiques (CD9, CD63, CD81/82).4
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1.4.3 Différence d’impact fonctionnel

L’impact de la réponse biologique des exosomes sur les cellules réceptrices est différent
en fonction de la cellule d’origine, ce qui sous-entend également une cargaison non similaire. Les
récepteurs de surface des exosomes jouent un role prépondérant dans la sélection des cellules
cibles. Cette hétérogénéité fonctionnelle fait que les exosomes aient des impacts différents sur les
cellules réceptrices. Par exemple, les exosomes provenant des cellules dendritiques exerceront
forcément une influence sur la réponse immunitaire des cellules qui les regoivent, soit pour la

survie cellulaire, I’apoptose ou I’'immunomodulation.>*

Certains facteurs externes influencent 1’absorption et I’impact biologique des exosomes sur
les cellules réceptrices. Ces facteurs peuvent étre d’ordre immunitaires dans les cas
d’inflammation,>® thérapeutiques comme la chimiothérapie, ou physico-chimique comme une

inhibition de la pompe a proton ou un changement de pH cellulaire.>

1.4.4 Différence d’origine cellulaire

L’analyse d’exosomes dans les liquides biologiques circulants peuvent révéler leur origine
cellulaire. Une récente étude a pu démontrer que le protéome d’exosomes provenant des cellules
cancéreuses du sein indique leur origine épithélial ou mésenchymateux. Ce qui signifie que
I’analyse protéomique d’exosomes circulants permet de révéler le diagnostic précis d’un sous-type
de cancer du sein. Ainsi, I’enrichissement de la cargaison protéique et nucléique des exosomes
circulants dicte leurs origines cellulaires. De méme, selon la cellule d’origine, les exosomes vont

avoir des propriétés d’influence et de tropisme bien spécifiques.>®

1.5 Exosomes et micro-ARN

La découverte de micro-ARN (miARN) dans les exosomes a révolutionné I’étude de ces

20



nanoparticules et a permis de certifier le role des VE dans la transmission d’informations
génétiques d’une cellule a d’autres. En effet, le réle de médiation intercellulaire détenu par les
exosomes leur est dii par le biais des microARN, bien qu’aprés les techniques de purification

d’exosomes, la quantification de microARN se révéle infirme.*’

Les miARN sont de petits ARN non codants de 20 a 22 nucléotides jouant un rdle dans la
régulation de I’expression des geénes en régulant négativement la traduction de I’ARN messager
(ARNm) cible, d’ou leurs fonctions cellulaires. Ils se lient de mani¢re incompléte a 1I’extrémité 3'
des ARNm cibles favorisant ainsi leur dégradation d’ou I’inhibition de la traduction. Ils sont
enveloppés d’une double couche de lipides dans les exosomes et sont ainsi protégés de la

dégradation.*®

La présence de miARN, au méme titre que ’ARN cellulaire, dans les exosomes leur
confére la potentialit¢ de modifier le comportement de la cellule receveuse en la transférant le
matériel génétique de la cellule d’origine. Ils régulent ainsi 1’expression génique, les voies de
signalisation des cellules réceptrices et par conséquent, leurs réponses biologiques.® I a été révélé
que les miARN répriment 1’activité d'un pourcentage considérable (plus de 60%) d’ARNm

spécifiques.’®

Prélevés a partir d’exosomes circulants dans les liquides biologiques, les miARN servent
de biomarqueurs pour de nombreuses maladies, notamment les cancers. Ils sont identiques a ceux
trouvés dans la cellule d’origine, bien qu’en proportion moins ¢élevée dans les exosomes que dans
celle-ci.*’ Les miARN peuvent, de fagon stable, circuler dans les liquides biologiques (sang, urine,
salive, lait maternel) tout comme ils peuvent étre emballés dans les exosomes, dans les

lipoprotéines de haute densité ou liés a la protéine AGO2 (protéine argonaute 2). Ces derniéres
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qui, grace a I’appariement de leurs bases, sont guidées par les miARN vers leurs cibles spécifiques,

pour aboutir au clivage de I’ARNm ou a I’inhibition de la traduction.*3-3%%

Les miARN font partie de la cargaison des exosomes de fagon hautement sélective, selon
le choix spécifique de la cellule meére, guidé par certaines molécules. Ce choix est souvent li¢ aux
conditions physiologique et pathologique de la cellule, cependant, tous les types de miARN de la
cellule ne font pas partie des exosomes.*’ Cet empaquetage non aléatoire est réglé par certaines

molécules. %01

Les micro-ARN sont d’un nombre considérable et ont des caractéristiques spécifiques
reliées aux diagnostics et aux traitements de maladies, cependant dans notre étude nous n’en avons

utilisé que trois dont le miR-451 comme cible, et miR-16 et U6 comme références.

1.5.1 Micro-ARN 451 (miR-451)

Ce micro-ARN, treés abondant dans les exosomes, est situ¢ sur le chromosome 17q11.2 et
a ¢été découvert pour la premicre fois dans I’hypophyse 1’humain, lors d’une étude menée par
Altuvia et al. en 2005.!'2 11 assure un role vital dans 1’érythropoiése et est aussi particuliérement
avantageux pour I’organisme surtout dans le cas de certains cancers. En effet, la surexpression du
miR-451 assure la régression de la prolifération, de la migration et de la chimiorésistance des
cellules tumorales. Ce micro-ARN agit donc comme un suppresseur tumoral et son taux se trouve
régulé a la baisse dans des cas de cancers invasifs comme le carcinome hépatocellulaire, et un
dosage faible du miR-451 dans le cas de ce cancer donne lieu a un pronostic sombre pour les
patients. 1919110 En revanche, son dosage élevé peut étre un indice d’inhibition de la croissance

113

tumorale''®et il contribue également a protéger les neurones de 1’apoptose et du stress oxydatif. !4

Ce micro-ARN intervient dans la régulation de nombreux processus physiologiques et
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pathologiques de I’organisme humain. Il peut agir, dans certains cas comme suppresseur de tumeur
et peut €étre oncogeénes dans d’autres. Il pourrait donc servir de nouvelle cible pour des diagnostic

et des thérapies.'?!

Dans ce méme ordre d’idée ayant rapport a I'utilisation du miR-451 comme outil de
thérapie biologique, une récente étude réalisée par Reshke et al. a prouvé que I’intégration de
siARN (ARN interférant court) dans des exosomes en mimant le squelette du pré-miR-451 peut
favoriser la réduction de la dose thérapeutique des siARN. Ces derniers qui, par leur nécessité
d’une dose considérable pour obtenir des résultats thérapeutiques, deviennent toxiques. Tandis
qu’en petite dose, ils n’atteignent le cytoplasme des cellules cibles qu’a un faible pourcentage

méme quand ils sont délivrés par des nanovésicules.'!!

1.5.2 Micro-ARN-16 (miR-16) et U6

Ces deux micro-ARN sont les controles endogenes les plus couramment utilisés pour la
détection et la quantification de profil d’expression de micro-ARN que ce soit dans les cellules ou
dans les tissus.'?” Comme les autres micro-ARN, ils peuvent fonctionner comme étant des génes
suppresseurs de tumeurs et oncogenes, toutefois, ils constituent également des outils émergents

pour le diagnostic et le pronostic des maladies.!”-!1

MiR-16 a des effets antiprolifératifs et se révele étre régulé a la baisse au cours de la
senescence des cellules endothéliales humaines. Il a, comme le miR-451, un r6le de suppression
de tumeur car son gene inactive la prolifération de cellules tumorales. Il pourrait aussi étre impliqué

dans les mécanismes de régulation du métabolisme cellulaire du glucose.'"’

U6 est exprimé de facon stable dans différents types de tissus et cellules, d’ou son

utilisation dans le profilage et la normalisation de 1’expression de micro-ARN par la technique RT-
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qPCR.">Cependant, d’autres études ont pu prouver que le U6 tissulaires présente des variances

entre des individus atteints d’un méme type de cancer par exemple, ou en bonne santé, 16117118

1.6 VE, distribution in vivo

Les exosomes en tant qu’entités subcellulaires, ont la propriété¢ d’étre utilisés dans de
nombreuses pratiques cliniques telles que, leur utilisation comme véhicules de molécules
thérapeutiques, comme marqueurs diagnostiques et plus récemment dans la médecine
régénérative.'?* Ils peuvent étre administrés, sans risque, a des doses répétées, du fait de leur trés
faible immunogénicité, leur compatibilité biologique, leur clairance rapide, ainsi que leur bio
distribution large et effet durable.?’ Leur affinité pour les cellules est trés sélective et peut étre
influencer par de nombreux facteurs tels que leurs marqueurs phénotypique (le rapport récepteur-
liguant entre les VE et les cellules), leurs contenus en protéines, en lipides et en acides nucléiques,

leurs fonctionnalités biologiques ainsi que 1’état physiologique et pathologique de 1’organisme.'??

1.6.1 VE et BHE

La barriere hémato-encéphalique (BHE) est 'une des barrieres les plus complexes de
I’organisme humain, avec une potentialit¢ hautement sélective. Les éléments anatomo-
physiologiques constituants cette barriere et qui lui conférent cette affinité sélective sont les
cellules endothéliales formant une monocouche de cellules a jonction serrées, recouvrant les
capillaires cérébraux. Elle protége ainsi le cerveau contre le passage de toxines et d’agents
pathogenes circulant dans le sang et maintient I’homéostasie du SNC. Par conséquent, les grosses
molécules, les produits biologiques et les médicaments synthétiques ne parviennent pas a passer
du sang au cerveau a cause des jonctions serrées des cellules endothéliales formant la BHE, ce qui

constitue un obstacle majeur dans le traitement des maladies neurologiques.'*?
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En effet, plus de 98% des micromolécules neurothérapeutiques ne parviennent pas au SNC
si elles ne répondent pas a certains critéres pharmacologiques tels qu'un poids moléculaire
inférieur a 500 Dalton et une solubilité ¢levée dans les lipides. Les petites molécules avec une
charge pharmacologique significative comportant ces caractéristiques ne ciblent qu’une infirme
partie des affections cérébrales dont la migraine, 1’épilepsie, la douleur chronique et les troubles
affectifs. De ce fait, la potentialité a traverser la BHE et le pouvoir théranostique des exosomes
dans la thérapie génique justifient leur utilisation pour la livraison de cibles thérapeutiques au

niveau du cerveau.”’

Cependant, tous les types d’exosomes ne traversent pas la BHE a un méme pourcentage.
De ce fait, plusieurs études ont été accentuées sur certaines modifications de la structure ou le
contenu des exosomes chargés de molécules thérapeutiques et ont pu démontrer que cela augmente
leur capacité a se lier a des récepteurs de la BHE, la traversent plus efficacement et diminue
également I’immunogénicité.”>*>* Ces modifications comprennent, entre autres, 1’utilisation d’un
peptide court provenant de la glycoprotéine du virus de la rage. Constitué¢ de 29 acides aminés, ce
peptide facilite la livraison Trans-vasculaire de siARN au cerveau en se liant au récepteur de
I"acétylcholine des cellules neuronales.”* Ce méme peptide, fusionné avec des exosomes purifiés
de cellules dendritiques modifiées, puis chargés de siARN exogenes par électroporation a pu
entrainer I’inactivation de I’ARNm cible.”? D un autre c6té, la mise en place de variants de virus
adénoassoci¢ permettent la pénétration efficace de la BHE et augmentent la traduction clinique des

thérapies géniques qui ciblent le systéme nerveux central (SNC).”

Par ailleurs, certaines cellules, du fait de leurs compositions, secrétent des exosomes qui
sont capables, sans étre modifiés, de traverser la BHE de manicre significative. Il s’agit des

macrophages, et les exosomes qui en sont dérivés sont dits exosomes de macrophages naifs. Aussi,

25



y-a-t-il les VE dérivées des cellules mésenchymateuses et des cellules dendritiques qui possédent
ces mémes potentialités. Ces VE ont la propriété de se lier aux cellules endothéliales des micro-
vaisseaux qui composent la BHE pour délivrer leur cargo protéique grace a leur intégrine, la
molécule adhésion intercellulaire et les récepteurs de lectine de type C qui vont se lier aux

glucides.”
1.6.1.1 Anticorps H2 et BHE

Le transfert paracellulaire des anticorps vers le cerveau est également entravé par la BHE.
De fagon naturelle, le transport de macromolécules comme les nutriments essentiels et des ligands
protéiques a travers la BHE se fait essentiellement par RMT (Transcytose Médiée par les
Récepteurs).”® Cette voie trés intéressante a été convoitée pour le transfert d’anticorps

156 et a

thérapeutiques, notamment les voies initiant les récepteurs RMT liés a la transferrine
I'insuline.”® Ainsi, 'IGF5R1, anticorps a4 domaine unique, parvient a se lier aux récepteurs de

facteur de croissance analogue a I’insuline et active la RMT pour le transfert de molécules a travers

la BHE.?®!%7

Les données scientifiques actuelles affirment que 1’utilisation des anticorps dirigés contre
la transferrine parviennent a traverser la BHE avec une pertinence pharmacologique dans des
modeéles murins. '°!% Le mécanisme élucidé est que les récepteurs de la transferrine qui se
trouvent sur la surface des cellules endothéliales des capillaires de la BHE reconnaissent et se lient
aux ligands de la méme nature (anticorps anti-transferrine par exemple), pour ensuite les libérer

au coté opposé de la cellule endothéliale correspondant donc au tissu cérébral. !>

1.7 Résumé

Les VE jouent un role crucial dans la communication intercellulaire et possédent des pro-
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priétés qui permettent de les utiliser dans de nombreux champs liés aux maladies et aux traitements.
Cependant, leur complexité¢ due a leur diversité qui a trait a leurs cellules d’origine et leurs
compositions, entre autres, représente un défi a cerner pour une meilleure orientation dans leur
utilisation. Beaucoup de recherches sont donc entreprises dans le but de mieux caractériser ces
nano vésicules en appliquant une riche variété d’approches, de technologies et de méthodologies.
Cette présente étude vise a déterminer certaines caractéristiques des VE en termes de taille, de
nombre, de contenu et de bio distribution en apportant des modifications cellulaires, tout en ayant

pour objectifs de:

Objectif 1 : Créer des cellules qui manquent des génes/enzymes nécessaires pour la biogenése

de plusieurs sous types potentiels de VE
Objectif 2 : Tester 'impact de ces génes sur la production et le contenu en pre-miR-451 des VE

Objectif 3 : Tester I’impact de certaines modifications cellulaires sur la distribution de leurs VE

dans les organes

1.8 Hypothéses

1. L’absence du géne TSG101 et I'inhibition de ' enzyme nSMase2 crées des sous-types

de VE avec des contenus différents

2. L'anticorps IGF1R5-H?2 favorise la traversée de la BHE par les VE

27



Chapitre 2 : METHODE

2.1 Lignées cellulaires

1. Les cellules HEK293T (Cellules rénales embryonnaires humaines) de type sauvage (HEK

293T WT)
2. Les cellules U-118 de la lignée du gliome malin humain (U-118 MG line)

3. Les cellules HEK293T-TSG101 "Knock Out" (KO): Plus de détails sur la procédure
utilisée pour la conception de ces cellules seront donnés dans les lignes qui suivent. En
résumé, nous avons utilisé la méthode CRISPR pour créer ces cellules KO. Nous avons
ensuite sélectionné plusieurs colonies de cellules monoclonales et le KO a été vérifié par

Western Blot.

4. Les cellules avec N-sphingomyélinase 2 non exprimée. Pour obtenir ces cellules, nous
avons transfecté¢ les cellules HEK293 WT avec le siARN de la Sphingomyéline
phosphodiestérase 3 (SMPD3) qui a pour cible le géne de la N-sphingomyélinase 2
(nSMase2). L’absence du gene est ensuite vérifiée par Western Blot. Le protocole sera

détaillé plus loin.

5. Les cellules avec IGF1RS, IGF1R4 et FC5 exprimées, respectivement cellules H2, H3 et
F5 : ces cellules ont été obtenues en traitant les cellules HEK293 WT, avec les anticorps
correspondants en utilisant la méthode de GIBSON. La description de cette

expérimentation sera élaborée plus loin.
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2.2 Culture cellulaire
Les cellules sont habituellement mises en culture avec le « Feetal Bovin Serum » (FBS) a 10%

(Thermo Fisher, 12483020) et « Penicillin-Streptomycin » (Pen-Strep) a 1% (Wisent Bioproducts,
450-201-EL) dans du DMEM (Wisent Bioproducts, 319-015-CL). Elles sont ensuite incubées a
37°C et 5% de CO2 jusqu’a ce qu’elles deviennent assez confluentes pour étre divisées. Elles sont
d’abord rincées avec du « Phosphate Buffered Saline» a une concentration de 10% (1xPBS)
(Wisent Bioproducts, 311-010 CL) avant d'étre dissociées avec du Trypsine/EDTA (Wisent
Bioproducts, 325-542-EL) pendant environ 2 minutes, suivi de la neutralisation avec du DMEM
supplémenté¢ (FBS 10%, Pen-Strep 1%). La concentration des cellules en suspensions est
déterminée en utilisant un hemocytométre, puis elles sont redistribuées dans de nouvelles assiettes

de 10 ou de 15 cm pour une nouvelle croissance cellulaire.

2.3 Production de cellules TSG101 KO

2.3.1 Méthode CRISPR-Cas9

Ce systéme a répétitions palindromiques courtes et régulierement espacées est un systéme
qui existe normalement chez les microbes permettant a leur immunité adaptative de faire face aux
agressions extérieures. Mimé chez les cellules de mammifeéres, il permet de modifier efficacement
le génome en ciblant spécifiquement une séquence de 20 nt dans son ARN guide unique (sgARN)
en se servant des ciseaux enzymatiques, Cas9.!%* Cette méthode se déroule en plusieurs étapes qui

sont décrites comme suit :

Purification de plasmide (sgARN et Cas9)
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Avec une pointe de pipette stérile de 10uL, une colonne de plasmide commandé de GEM
core (Plasmide #7251 pour le TSG101 et Plasmide #52962 pour le Cas9) précédemment congelé
a-80°C a été mise dans un tube de 50 ml (pour une préparation moyenne) contenant du liquide LB
(Lysogeny Broth) Agar + antibiotique (Ampicilline 100mg/ml). Ce processus se déroule en
présence du bec de Bunsen allumé. Ce mélange a été ensuite placé sur 1'agitateur a 37°C pendant
12 a 18 heures et la croissance des cellules bactériennes apres ce laps de temps a été vérifiée par
la présence d'une turbidité du milieu de culture. Le protocole du fabriquant contenu dans le
"Plasmid Plus Midi Kt (25)" (Qiagen, 12943) a été suivi pour la purification de 'ADN du

plasmide.
Transfection et sélection

Les cellules HEK 293T ont été mises en culture le jour d"avant dans des assiettes de 6 puits
(1 x 10" cellules par puit) pour une confluence de 60 a 80% 24h plus tard. Le lendemain, environ
30 minutes avant la transfection, nous avons procédé¢ au ringage des cellules avec du 1xPBS puis
a I'ajout de 2 ml/puit de DMEM sans Pen-Strep. Entre temps, la préparation de la solution de
transfection a été faite de 7.5 ul de Lipofectamine 3000 (Thermo Fisher, L3000001) dans 125 pl
d'OPTIMEM (Thermo Fisher, 31985-070) d'une part, et de 1 pg d’ADN plasmidique (guide
unique d"ARN TSG101), de 1 pg d"ADN plasmidique Cas9 et 10 pl de réactif P3000 dans 125 pl
d'OPTIMEM dautre part. Ces volumes, valables pour un puit d une assiette a 6 puits, ont été
laissés a température ambiante durant 5 minutes, puis mélangés et incubés pendant 20 minutes,
toujours a température ambiante avant d’€tre ajoutés goutte a goutte dans le surnageant des cellules
dans chaque puit. A noter qu’un puit non transfecté a été laissé pour étre utilis€ comme control

négatif de la procédure.
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24h apres, la transfection a été confirmée par la fluorescence dans le microscope ZOE, le
surnageant des cellules fut remplacé par du media frais sans Pen-Strep et la sélection des cellules
transfectées a été procédée en utilisant la puromycine 2mg/ml pendant 3 jours. Les cellules furent
ensuite prélevées, comptées puis diluées de fagon a avoir une cellule par puit dans une assiette de
96 puits. La délétion du géne TSG101 a été vérifiée par Western Blot, aprés que les cellules se sont

multipliées et mises progressivement dans de plus grandes assiettes.

2.4 Production de cellules N-SMase 2 (-)

Les cellules HEK 293T ont été précédemment ensemencées et utilisées a une confluence
de 50 a 70% dans des assiettes de 10 cm. Environ 30 minutes avant la transfection, nous avons
procédé au rincage des cellules avec du 1xPBS puis a 1'ajout de 8 ml de DMEM sans Pen-Strep
pour une assiette. 2 séquences de SMPD3 (du numéro AM16708), identifiées respectivement aux
numéros 132606 et 132608 (silencer select siRNA de Thermo Fisher Scientific) et un siARN sans
aucun cible "Universal Negative Control siRNA" (Sigma Aldrich, WDAA1076) ont été utilisés a
une concentration d utilisation de 10uM pour chaque séquence. Pour une assiette de 10 cm, 1287
ul de OPTIMEM (Thermo Fisher, 31985-070) ont été mixés avec 26 pl de lipofectamine RNA
imax (Invitrogen, 56532) d'une part, et 10ul de siARN ont été ajoutés a 1287 ul dOPTIMEM
d"autre part. Ces 2 solutions ont été ensuite mélangées et laissées a température ambiante pendant
20 minutes, puis mises goutte a goutte sur les cellules qui ont été ensuite placées dans 1'incubateur
pour 72 heures. Une assiette sans transfection a été utilisée comme contrdle positif de
I"'expérimentation. La vérification de 1'absence de la protéine N-Sphingomyélinase 2 a été faite

par Western Blot en utilisant I"anticorps anti-SMPD3.
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2.5 Production des cellules H2, H3 et F5

Les cellules désignées H2, H3 ou F5 sont des cellules traitées avec des anticorps liés a
différents récepteurs présents sur les cellules endothéliales de la BHE dont IGF1RS5 (H2), IGF1R4
(H3) et FC5 (F5) pour une reconnaissance par les récepteurs li€s respectivement, a I’insuline (H2,
H3) et a la transferrine (F5). La méthode Gibson a été utilisée par le Dr James Taylor pour la

confection de ces cellules.
Production de lentivirus

Des cellules HEK293T ont été suspendues dans des assiettes de 15cm (5 assiettes), pour
étre confluentes a 70-90% le jour de la transfection initiale. Deux heures avant la transfection, le
milieu a été remplacé par 20 ml de milieu frais. Les réactifs suivants ont été mélangés et incubés

pendant 5 minutes a température ambiante. Pour une assiette de 15 cm :

Produits Quantité
PMD2.G 7,2 mg
psPAX2 10,8 mg
GiP2-X 6 ug
DMEM 1200 pl

Ensuite, 96 pul (par plaque) de PEI ont ¢ét¢ ajoutés et incubés pendant 20 minutes a

température ambiante et 1300 uL de mélange de transfection ont été ajoutés a chaque plaque.

24 heures plus tard, la premiére collection de virus a été prélevée et remplacée par 15 mL
de milieu frais. 48 heures apres la transfection, une deuxieme collection a été faite et le milieu

remplacé. Le milieu recueilli a été centrifugé pendant 5 minutes a 2000 rpm. Le surnageant a été
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retiré et conservé a 4°C. 72 heures aprés la transfection, le milieu a été a nouveau collecté et
centrifugé a 2000 rpm. Les deux collections de milieux ont été filtrées a travers un filtre de 0,45
uM. Puis, les collectes ont été concentrées par ultracentrifugation a 20 000 rpm pendant 2 heures
a 6°C dans un rotor oscillant Beckman SW28 Ti. Aprés cette ultracentrifugation, le surnageant a
¢été jeté. Le culot a été remis en suspension dans 200-400 ul de 1xPBS. Le virus a été soit utilisé
immédiatement, soit congelé dans 1'azote liquide et stocké a -80°C. S'il a été congelé, le virus a été

décongelé sur glace avant son utilisation
Transfection

Les cellules ont été placées la veille dans une assiette de 6 puits pour avoir les cellules a
environ 50 % confluentes le jour de la transfection. Le jour de la transfection, un nouveau milieu
contenant 10g/mL de polybréne a été€ ajouté dans les puits. Une dilution en série a été réalisée avec
le lentivirus pour exposer les cellules ensemencées a différentes concentrations. La réussite de la

transfection des cellules a été immédiatement confirmée par la fluorescence au microscope ZOE.
Sélection

Apres 3 jours, le milieu a été changé en milieu de sélection, avec de la puromycine a 2
mg/mL. Cette sélection a été poursuivie jusqu'a ce que toutes les cellules témoins soient mortes,

soit aprés environ 3 jours.
Veérification

L'expression du virus transfecté dans les cellules a été confirmée par Western Blot.

2.6 Western blot

La technique Western Blot utilisée pour la confirmation de la présence ou de 1'absence
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d une protéine se déroule en plusieurs étapes ¢laborées comme suit :

Extraction de protéines

Des cellules ensemencées dans une assiette de 10cm ont été parvenues a une confluence

de 100%. Le milieu de la culture cellulaire a été retiré puis les cellules lavées deux fois avec du
1xPBS sont ensuite prélevées a 1’aide de la trypsine pendant environ 2 minutes puis diluées avec
du media frais (DMEM, FBS 10%, P/S 1%). Le contenu de 1 assiette a ensuite été récupéré dans
un tube et centrifugé a 1000xg pendant 5 minutes. Apres succion du surnageant, le culot obtenu a
été lavé avec du 1xPBS puis suspendu a nouveau dans 200 a 400 pl de tampon de lyse cellulaire
(Tris (pH 7.4) 0.1 M, NaCl 5 M, EDTA 0.5 M, Triton-X 100 1% et une tablette d inhibiteur de la

protéase), et enfin congelé dans un tube Eppendorf a -80°C.

Cette solution de lyse cellulaire peut-étre également utilisée a un volume moindre (50 a
100 pl) pour les VE apres les étapes de leur purification qui sont décrites plus bas. Les échantillons
VE ont été parfois directement congelés a -80 °C dans un tube Eppendorf puis décongelés pour la

détermination quantitative des protéines totales.

Détermination de la concentration de protéine

Apres décongélation de 1"échantillon, ils ont été centrifugés a 1000xg pendant 5 minutes a
4 °C et le surnageant, a un volume de 5 pl par puit, a été¢ mis dans une assiette de 96 puits pour la
détermination quantitative des protéines en suivant le protocole du kit de dosage de protéines (Bio
Rad, 5000111). La fluorescence est ensuite lue dans le spectrophotomeétre (BioTek Synergy H1
microplate reader) a 750 nm. La concentration des protéines des VE est obtenue en utilisant le
micro-kit de dosage de protéines (Thermo Fisher, 23235) et la lecture se fait dans le
spectrophotometre a 560 nm.
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Electrophoreése

Aprées avoir déterminé la concentration des protéines, le volume nécessaire correspondant,
en général 15 pg a été dilué, si nécessaire, et mélangé au tampon, en considérant un rapport de 1/3
du volume total. Ce tampon est composé de 4X Laemmli (BioRad, 1610747) et du 2-mercapto-
ethanol (Sigma Aldrich, 60-24-2) a des volumes respectifs de 900 pl et 100 pl pour 1 ml de tampon.
Ce mélange a été ensuite incubé a 95 °C pendant 5 minutes pour la dénaturation des protéines

avant d'étre chargé dans des puits de gel polyacrylamide 10% a 150 V pendant 1 heure.
Western Blot

Le transfert des protéines du gel sur la membrane PVDF (difluore de Polyvinylidene) a été
réalisé a 100 V pendant 1.5 heures. Nous avons ensuite procédé au blocage de cette membrane
pendant 1 heure par ['utilisation du tampon de blocage composé de 5% de lait dans 1xTBST (10
mM Tris-HCI (pH 8), 150 mM NaCl, 0.05% Tween 20). La membrane a été ensuite submergée
dans 1'anticorps primaire (1:1000 dans 1xTBST) pendant toute la nuit. Le lendemain, la
membrane a été lavée a trois reprises durant 5 minutes chacune avant d’étre encore submergée
dans I"anticorps secondaire correspondant (1 :7500 dans 1xTBST) pendant 1 heure, puis lavée

encore 3 fois a 5 minutes chacune avec 1xXTBST.

La visualisation des bandes a été réalisée a 1'aide du substrat HRP Western Luminata
Crescendo (Millipore Sigma, WBLURO0100) sur I'lmageQuant LAS 4000. L'analyse quantitative
a été faite a 1'aide de Fiji J Lite selon les instructions disponibles sur le site Web et l'intensité des
bandes a été normalisée par rapport aux contrdles indiqués.

(https://lukemiller.org/index.php/2010/11/analyzing-gels-and-western-blots-with-image-j/)
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Tableau 1 : Les anticorps

Anticorps

Fabriquant

Application

TOMM 20

Invitrogen
Polyclonal Rabbit
PAS5-39247

Western Blot

Syntenin-1

ABCAM
Monoclonal Rabbit
ab133267

Western Blot

Flotillin-2

Cell Signaling Technology
Monoclonal Rabbit
c42A3

Western Blot

CD9

Sigma Aldrich
Monoclonal Mousse
MM2-57

Western Blot

CD63

Santa Cruz Biotechnology
Monoclonal Mousse
sc275

Western Blot

CD8l1

R&D System
Monoclonal Mousse
MAB4615

Western Blot

CD31

ABCAM
Monoclonal Rabbit
ab222783

Immunofluorescence/
Western Blot

Alix

Cell Signaling
Monoclonal Rabbit
3A9

Western Blot

TSG101

Geno Tex
Monoclonal Mousse
GTX70255

Immunofluorescence/
Western Blot

Flag

Sigma Aldrich
Monoclonal Mousse
SLBWS5142

Western Blot

SMPD3

R&D system
Monoclonal Mousse
MAB7184

Western Blot

B Actin

Sigma Aldrich
Monoclonal Mousse
A2228

Western Blot
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2.7 Purification de VE (ultracentrifugation et FFT)

La purification de VE commence par la préparation du DMEM sans exosomes afin de
recueillir une collection pure constituée que des VE des cellules en culture, suivi de

I"ultracentrifugation ou de la Filtration par Flux Tangentiel (FFT) pour 1'isolement d"exosomes.
Préparation d'un milieu exempt d'exosomes

Le DMEM est supplémenté avec tous les nutriments en double (2xDMEM), donc 20 %
FBS et 2% Pen-Strep dans 500 ml de DMEM. 250 ml de ce milieu ont été prélevés et répartis dans
des tubes de 50 ml pour étre Centrifugés a 5000 x g pendant 30 minutes. Le surnageant a été ensuite
transféré dans des tubes d'ultracentrifugation (Beckman #355631) et centrifugé pendant 2 heures
a 100 000 x g a 4-C (6 tubes pleins dans le rotor SW 32 contiennent ~180mL). Le contenu de
chaque tube a été enfin stérilisé par filtration en utilisant un filtre de 0,22 pm relié a la tubulure de
succion et placé au-dessus d'une bouteille stérile. Ce milieu est alors prét a étre mis sur les cellules

apres dilution a 50% de DMEM non supplémenté de FBS et de Pen-Srep.
Préparation des cellules

Les cellules ont été placées dans des assiettes de 15 cm 24 heures avant, avec du media
régulier (DMEM + FBS 10% + PS 1%) pour avoir une confluence d environ 50%. Le lendemain,
elles ont été rincées 2 fois avec du 1xPBS, le milieu fut ensuite remplacé par du media sans
exosomes (comme décrit plus haut), a raison de 15 ml dans chaque plaque puis mises dans
I"incubateur pour 24 heures. Le lendemain, une premiére collection de surnageant des cellules a
été faite et remplacée par du media exempt d’ exosomes frais. Le surlendemain et le jour d’apres,

cette méme procédure a été répétée pour un total de 3 collections de surnageant de cellules.
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Ultracentrifugation

Nous nous sommes basés sur le protocole de purification de VE par centrifugation
différentielle décrit dans Théry et al., 2013° afin d’obtenir notre culot de VE. Les différentes

étapes de cette procédure sont résumées dans les lignes suivantes :

Le surnageant des cellules placées dans des assiettes de 15 cm a été prélevé 24h aprés et mis
dans des tubes de 50 ml pour une premicre centrifugation a 300 x g a 4°C pendant 10 minutes. Ce
surnageant est ensuite placé dans un nouveau tube de 50 ml pour étre centrifugé a 2000 x g a 4°C
pendant encore 10 min puis transféré dans un nouveau tube de 50 ml et centrifugé a 10 000 x g a
4°C pendant 30 min. Ces étapes ont été suivies de 'ultracentrifugation a 28 500 x g a 4°C pendant
2 heures en utilisant des tubes de Beckman et le rotor SW32. Le culot qui en résulte a été
resuspendu dans 1ml 1xPBS, puis Centrifugé dans des micro-tubes de Beckman (Thermo Fisher
Scientific, 3434PK) a 49 000 rpm a 4°C pendant 30 min en utilisant le rotor TLA 100. Apres
Succion de ce surnageant et re suspension du culot dans environ 100 pl de 1xPBS, la solution de

VE a été conservé a 4°C jusqu’a son utilisation.
Filtration par flux tangentiel (FFT)

La purification d'exosomes par FFT nécessite également la préparation du milieu exempt
d'exosomes et celle des cellules comme décrit plus haut ainsi que les étapes 1 a 4 de

["ultracentrifugation.

Les diftérentes étapes du FFT se déroule, grossiérement, ensuite comme suit : Une boucle
est assemblée, en maintenant des conditions aseptiques, en utilisant le module de filtration a
fibres creuses qui est équipé de 3 capteurs de pression et de tubulures. Les deux colonnes

couramment utilisées sont D02-E500-10-N/S et C02-E500-05-N/S, (disponibles aupres de

38



Repligen) avec une pression de fonctionnement maximale pour cette colonne est de 30 psig.
Outre ces deux colonnes Repligen, nous avons également utilisé un cerceau de filtration a
fibres creuses (UFP-750-E-H42LA, également appelé MidGee Hoop, Cytiva, qui sont
compatibles avec les colonnes Repligen. Ce cerceau MidGee a une surface de 73 cm?, une
valeur nominale de 750 kDas et une pression de fonctionnement recommandée de 5 psig. Dans
le systéme, la premiére étape consiste a s'assurer que la pompe péristaltique est connectée a la
Surface de la tablette en vérifiant le cable USB. La pompe est mise en marche en premier,
suivie de la tablette. Les parametres correspondants sont ensuite automatiquement réglés,
comme le controle des pompes, le débit, la direction, le mode de pompage, les pompes
auxiliaires pour la dia filtration, la contre-pression, etc. Nous effectuons généralement 10x la
concentration et 5x la dia filtration, la soupape de contre-pression est réglée a 2,5 psi et une
alarme de niveau bas peut étre réglée pour que le systéme s'arréte automatiquement si ce poids
est atteint. La colonne est connectée a trois capteurs de pression (alimentation = ce qui entre
dans la colonne, perméat = déchets qui sortent, rétentat = produit concentré qui retourne dans
I'échantillon). Les parametres de fonctionnement seront encore contrdlés automatiquement par
le logiciel tels que les informations fournies par les trois capteurs de pression, le poids de
l'alimentation et du perméat. Une fois que les commandes de la pompe sont réglées et que les
tuyaux sont connectés, la colonne est lavée avec de I'eau stérile exempte d'endotoxines puis
avec de l'isopropanol a 70 %, a nouveau avec de I'eau stérile et enfin avec du 1xPBS stérile
(tous les volumes étant compris entre 300 et 400 ml). L'eau stérile, le PBS et 1'isopropanol a
70 % se trouvent tous dans des sacs séparés qui ont été remplis de maniere aseptique avant
l'analyse. Aprées le lavage, le sac d'échantillon est suspendu a la balance d'alimentation et les

tubes sont connectés. Le tube de rétentat est déconnecté du sac de déchets et reconnecté au sac
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d'échantillon en prenant soin de maintenir des conditions aseptiques. La concentration et la dia
filtration sont lancées, le mode M est choisi et la limite inférieure de 1'alimentation est fixée a
10x moins de volume ou 10x concentré. Une fois que I'analyse est lancée a partir du module
de controle de la pompe, la collection est commencée. La collection terminée, l'orifice de
rétentat du sac d'échantillons est ensuite fermé et déconnecté de la tubulure, la colonne est
nettoyé€e en la lavant avec de I'eau stérile - 70 % d'isopropanol - de 1'eau stérile - du PBS stérile

et le sac d’échantillon est conservé a 4°C.

Les exosomes purifiés par ultracentrifugation ont ét¢ utilisés pour les techniques de western blot
et de RT-qPCR tandis que ceux purifiés a partir du FFT ont été servis a étre injectés aux souris. La

concentration de particules a été¢ déterminée par 1'utilisation du tragage de nanoparticules.

2.8 L' analyse de suivi des nanoparticules (NTA)

La machine ZetaView (NTA instrument Particle Metrix PMX-110) a été utilisé pour
compter le nombre de nanoparticules dans les échantillons (particules/ml). Cela a été utile pour
déterminer le nombre et la taille relatifs des particules ainsi qu'a déterminer le volume de
"échantillon de VE qui doit étre injecté aux souris. Un résumé des étapes est ¢laboré de la facon

suivante :

L'ordinateur relié a la machine doit étre lancé avant celle-ci, suivi de 1'ouverture du
fichier "zetaview" sur le bureau. Aprés I'initialisation, environ 10 ml d’eau stérile (milli-Q water
purification system) sont injectés dans la machine a I"aide d une seringue de 10 ml. Le nombre de
particules détecté doit étre inférieur a 10. La qualité de la cellule a ensuite été vérifiée en cliquant
sur "cell quality check" le résultat doit revenir "very good". La calibration de la machine s’est

effectuée en ajoutant environ 0.7 ml de perles en suspension (100nm polystyréne beads

40



(Polysciences cat no. 00876-15)) a 1'aide d'une seringue a insuline, puis on optimise le focus. Le
résultat doit revenir "successful", le nombre de particules détectées doit €tre autour de 100 et la
barre de détection doit apparaitre verte. L onglet "measurement" a été lancé, puis 800 ul de
I"échantillon d’exosomes précédemment diluées en séries (1 :100, 1:1000, 1 : 10 000) avec du
1xPBS ont été injectés dans la machine. Les résultats apparaissent sous forme de fichiers pdf, text

et video.

2.9 RT- qPCR pour VE (Miscript)

La transcription inverse de la réaction en chaine de la polymérase quantitative (RT-qPCR)
a pour but de déterminer I'enrichissement en micro-ARN dans les VE par rapport a leurs cellules
d'origine, ou pour déterminer le niveau relatif de micro-ARN dans les VE par rapport a une
préparation standard connue de VE. Plusieurs étapes précedent I’analyse RT-qPCR et elles sont

décrites comme suit :
Purification d’ARN

L'ARN est isolé des VE a l'aide du réactif TRIzol (Thermo Fisher cat no. 15596-018). 1l
est a noter que des gants sont portés pendant toutes les étapes du protocole afin d'éviter toute
contamination potentielle par I'ARNase. Toutes les étapes impliquant le réactif TRIzol sont

effectuées sous ventilation dans une hotte.

Apres concentration de 1" échantillon d’exosomes dans le TLA 100.3, 500 pl de réactif TRIzol
LS (Thermo Fisher cat no. 10296028) ont été ajoutés dans les tubes et pipeter de haut en bas pour
homogénéiser. Les échantillons de TRIzol ont été soit laissés a température ambiante pendant 5
minutes, soit conservés a -80°C jusqu'a leur utilisation pour les prochaines étapes. Si congelés, ces

¢échantillons contenant du TRIzol sont décongelés a température ambiante pendant 5 minutes, puis
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100 pul de chloroforme ont été ajoutés suivi de 1" agitation vigoureuse du tube pendant 15 secondes.
Incubés pendant 3 minutes a température ambiante puis centrifugés pendant 15 minutes a 12 000
x g a 4°C, la phase aqueuse supérieure a été transférée dans un nouveau tube de 1,5 ml sans
perturber la couche interphase blanche. 1uL de Co précipitant GlycoBlue 15mg/ml (Thermo Fisher
cat no. AM9516) et 250 pl d'isopropanol 100% ont été ajoutés aux échantillons avant d’étre
incubés a température ambiante pendant 10 minutes, puis centrifugés pendant 10 minutes a 12 000
x g a 4°C. Le surnageant a été jeté, 500 pl d'éthanol a 75 %, préparé avec de I'eau sans ARN
(Wisent cat no. 809-115-CL) ont été ajoutés suivi de la centrifugation pendant 10 minutes a 12
000 x g a 4°C. Le culot a été remis en suspension dans 20 pl d'eau sans ARNse et I'ARN conservé

a -80°C jusqu'a utilisation.

ADNc (ADN complémentaire)

La transcription inverse du miRNA est réalisée a l'aide du kit ""miScript II RT kit (50)" de

(Qiagen, 218161), et les €tapes suivantes ont été suivies :

L’échantillon d'ARN a été quantifié a I'aide du spectrophotometre NanoDrop, puis dilué avant
d"étre utilisé dans la réaction RT (Reverse Transcriptase). L'idéal est d'utiliser 500 ng d'ARN dans

une réaction RT du kit miScript. Pour un échantillon, on a :

a. 5X miScript Hiflex Buffer: 2 pl

b. 10X miScript Nucleics mix: 1 pl

c. miScript RT enzyme: 0.5 pl

d. Echantillon d' ARN : volume variable

e. Eau sans ARNase : volume variable.
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Pour un total de 10 ul.

L’echantillon est ensuite incubé a 37°C pendant 1 heure, puis & 85°C pendant 5 minutes
dans un thermocycleur. A noter que ce dernier a été réglé pour qu'il reste a 4°C jusqu'a ce que les
¢chantillons soient prélevés. 90 pL d'eau sans ARNase sont enfin ajoutés dans le tube avant de

procéder a la qPCR.

RT-gPCR

L'analyse qPCR des miARN est réalisée a 1'aide du kit Mir-X TB Green qRT-PCR (Takara
Bio cat no. 638816). L'amorce 3' pour toutes les réactions est 'amorce 3' universelle mRQ fournie
dans le kit. L'amorce 5' utilisée est congue par le laboratoire Gibbings pour la cible spécifique et
commandée a IDT (Integrated DNA Technology). Les stocks d'amorces sont dilués a 100uM et
stockés a -20°C. La séquence de I'amorce 5' est typiquement la séquence complete du micro-ARN
mature amplifié. Lors des expériences d'empaquetage des VE, les amorces 5' suivantes ont été

utilisés : miR-451 endogene avec miR-16 et U6 comme genes de référence.

Tableau 2 : Les séquences des amorces pour RT-qPCR

Micro-ARN Séquences
miR-451 5'- AAACCGTTACCATTACTGAGTT - 3'
miR-16 5'- TAGCAGCACGTAAATATTGGCG- 3'
(9]¢ 5'-TTCGTGAAGCGTTCCATATTTT- 3'
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Chaque réaction qPCR a été obtenue en commengant par la préparation des mélanges maitres pour

chaque gene en combinant :

a. "Master mix": 6.25 pul

b. Amorce 3' "MiScript Universal Reverse primer" : 1.25 pl

c. Amorce 5' "Foward specifique primer" : 1.25 ul

d. Eau "RNAse free water": 1.25 ul

Et tout en prévoyant un volume suffisant dans chaque mélange pour tous les échantillons, (y
compris les contrdles sans RT et sans ADNCc), le tout réalisé en double et en préparant ~10% de
mélange maitre supplémentaire pour pallier aux pertes lors du pipetage. 10 pL du mélange maitre
et 2uL de 'ADNCc dilué sont ajoutés dans les puits d'une plaque qPCR de 384 puits (ThermoFisher
cat no. AB-2384), pour un total de 9 puits pour chaque échantillon: 3 puits pour chaque amorce,
pour un total de 3 amorces. La plaque a été ensuite insérée dans la centrifugeuse pendant 1 minute
a 100 x g afin que tout soit bien au fond du tube, puis dans la machine BioRad CFX 384 en suivant

les conditions de cycle suivantes :

a. 95°C pendant 5 minutes

b. 95°C pendant 15s

c. 55°C pendant 30 secondes

d. 72°C pendant 30 secondes

e. Détection et cycle b-c x40
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f. Détection de la courbe de fusion de 60 a 95 °C avec une vitesse de rampe de 0,5

degré/seconde.

A la fin du cycle, qui dure environ 2 heures, les données sont envoyées par courrier
¢lectronique a l'utilisateur et peuvent étre ouvertes a l'aide du logiciel Bio-Rad CFX Maestro. Dans
le logiciel, sous 1'onglet "Melt Curve", on vérifie que chaque échantillon contient un seul pic. Si
plusieurs pics sont visibles, les parameétres du cycle qPCR peuvent étre ajustés selon les
recommandations du fabricant. Sous 1'onglet "Quantification", les données sont exportées vers

Excel pour leur analyse.

2.10 Injections de VE aux souris

L’ expérimentation qui concerne I'injection de VE aux souris a été faite en utilisant les
souris de type sauvage agées de 4 a 6 semaines, sans particularité de sexe, disponibles a
I"animalerie de I'université. 4 souris ont été utilisées pour chaque condition, avec comme contrdle

des souris injectées avec des exosomes purifiés de cellules Hek293T Wild Type.
Injection

L'injection a été faite avec les exosomes des cellules U118, H2, H3, F5 et HEK293T
purifiés par FFT et marqués au DiR (Biotium Sciences, 60017) pour le tragage des exosomes par
la fluorescence. Aprés avoir déterminé le nombre de nanoparticules a I’aide du "zetaview" comme
décrit plus haut, 10E+13 Particules/ml ont été injectés par souris en empruntant la voie
intraveineuse au niveau de la queue. Elles ont été ensuite replacées dans leur cage jusqu’a

I’euthanasie.
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Euthanasie et prélévement d organes

7 heures apreés 1’injection, les souris ont été euthanasiées par 1'injection par voie intra
péritonéale de barbiturique 10mg/kg (pentobarbital sodique) suivi de la dislocation cervicale pour

s'assurer qu elles ne ressentent aucune douleur lors de la dissection.

La dissection a été procédée d’abord par 1'ouverture médiane thoraco-abdominale suivie
de la section de 1'oreillette droite et I'injection de 1xPBS dans le ventricule gauche en vue d'une
exsanguination. Ensuite, les différents organes (cerveau, moelle épiniére, ceeur, poumons, foie,
reins, rate et petit intestin) ont été prélevés et mis dans des tube de 50ml contenant du

Paraformaldéhyde (PFA).

Analyse des données

La lecture de la fluoresce des organes a été réalisée dans la machine IVIS (In Vivo Imaging
Instrument). Les données transférées sur un fichier Excel, ont été analysées. Les graphes et les

analyses statistiques ont ensuite été obtenues sur Graph Pad Prism9.

Préparation des tissus cérébraux pour microscopie

a. Microtomie

Mis dans du PFA pendant environ 24 a 48h, les tissus ont été ensuite placés dans des tubes
de 50 ml avec du sucrose préparé a 30% jusqu'a ce que les tissus arrétent de flotter et tombent au
fond du tube. Ils sont ensuite congelés, puis montés sur OCT (Optimal Cutting Température)
(Fisher Healthcare, 4585) avant d’étre coupés dans le microtome a 2 pm d’épaisseur, mis sur des

lames chargées et conservés a 4°C jusqu'a leur utilisation.
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b. Immunofluorescence

Les coupes de tissus fixées sur les lames ont été préparées pour la microscopie en passant par

ces différentes étapes :

Lavage avec du tampon "Tris-buffered Saline" 1xTBS (NaCl, Tris 1M pH :8, eau milliQ) a 2
reprises pour une durée de 5 minutes chacune, puis ajout du citrate préchauffé sur les lames pendant
20 minutes. Ajout de la solution de perméabilisation et de blocage : 10% BSA (Bovine Serum
Albumin) et 0.1% TritonX 100 dans du 1xTBS pendant 1 heure. Ajout des anticorps primaires sur
les lames : CD31 et Flag a une concentration de 1 :100 dans de la solution de perméabilisation
pendant toute la nuit. Ajout des anticorps secondaires sur les lames : Alexa fluor 488 Mousse et
546 Rabbit a une concentration de 1 :200 dans de la solution de perméabilisation pendant 1 heure.
Ajout d'une goutte de DAPI "mounting medium" (Invitrogen, D1306) sur chaque coupe de tissus,
puis recouvertes avec du "coverslip" 1.5 et scellées avec "nail polish." Chacune de ces étapes a été
suivie par du lavage avec du tampon 1xTBT a 2 reprises pour une durée de 5 minutes chacune

avant de passer a celle suivante.
¢. Microscopie

La visualisation des coupes de tissus du cerveau a été performée par Dr Kallol Dutta, sur le

microscope Zeiss Axiolmager M2, en utilisant I'objective 1.4 (63X).

2.11 Test statistiques

Les analyses statistiques de la quantification du western blot, du nombre et de la taille des
exosomes, des concentrations relatives de micro-ARN ainsi que des intensités de la fluorescence
des exosomes marqués et injectés aux souris ont été réalisées a l'aide du logiciel GraphPad Prism

9. La distribution normale a été supposée pour tous les tests. Des tests ANOVA unidirectionnelle
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ont été effectués, suivis d'un test de comparaisons multiples (Sidak ou Tukey). Le test de
comparaison multiple de Tukey a été utilis¢ dans les situations ou chaque moyenne était comparée
a toutes les autres moyennes et le test de comparaison multiple de Sidak a été utilisé lorsqu'une
moyenne a ¢té comparé aux autres. Le "Standard Error of Means" (SEM) a été aussi appliqué. La

signification statistique est représentée comme suit : * =p < 0,05, ** =p < 0,01, *** =p <0,001.
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Chapitre 3 : RESULTATS

Ce chapitre a travers lequel les résultats de nos expériences vont étre décrits sera divisé en
2 sous-chapitres, dont le premier traitera des résultats obtenus a partir des expérimentations
réalisées sur les cellules (modifications par la méthode CRISPR et transfection de siARN). Tandis
que dans le second sous-chapitre seront élaborées les données résultant des expériences d’injection
de VE aux souris. Chacun de ces sous-chapitre sera suivi d’une discussion y relatif (discussion 1

et discussion 2).

3.1 Modifications géniques et enzymatiques des cellules et
répercussions sur les VE

Les cellules secrétent des exosomes de nature différente en fonction, non seulement de sa
situation physiologique ou pathologique, mais également en tenant compte des impacts que des
manipulations au niveau de leurs genes ou de leurs enzymes peuvent avoir sur le fonctionnement
de leurs molécules ou de leurs organites. Diverses sous-populations d’exosomes ont ainsi pu étre
identifiées et peuvent étre utile pour servir, ultérieurement, de base pour la purification d’une sous-

population d’exosomes désignée a une fin bien spécifique.

Par ailleurs, il est important de noter que bien que des méthodes de purification d’exosomes
est en constante évolution, certains défis existent encore, de maniere critique, en ce qui a trait a
I’analyse des exosomes. Par conséquent, les résultats discutés lors des études sur les exosomes
reflétent ceux des exosomes mélangés avec d’autres véhicules électriques. Aussi, les marqueurs
biologiques actuellement disponibles ne peuvent-ils reconnaitre qu’une sous-population

d’exosomes avec un contenu spécifique.'!*!”
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3.1.1 Des marqueurs de VE ont été identifiés et différenciés de ceux des

cellules
Les VE sont constituées de protéines, de lipides et d'acides nucléiques. Certaines de leurs

protéines sont insérées a la surface de leurs membranes et la plupart servent de marqueurs
spécifiques permettant de les caractériser et de les isoler par immuno-affinité, comme les
tétraspanines (CD9, CD63, CD81). Ces protéines transmembranaires ou ancrées a la membrane
des exosomes servent de témoin pour la présence d’une bicouche lipidique - une des
caractéristiques des exosomes - des vésicules du culot biologique. D’autres protéines de transport
et de fusion membranaires (Annexines, GTPases, Flotilline), ainsi que celles de biogenese des
MVB (Alix, TSG101) et cytosoliques (Synténine, Alix) ont été identifiées et acceptées comme
¢tant des marqueurs protéiques spécifiques des VE. Ces marqueurs protéiques, notamment les
tétraspanines (CD63) et le syntenine-1 interviennent dans la production d’exosomes pour une voie
indépendante du complexe ESCRT. Le TSG101 intervient spécifiquement dans un processus de
biogenese dépendante de ESCRT, tandis qu”Alix, faisant partie des protéines du complexe III, joue
un role dans la biogénése des exosomes pour les voies a la fois dépendante et alternative de cette

machinerie de transport.'%

Cette spécificité qu’expriment ces marqueurs peut également étre caractéristique d un type
de cellules en particulier. Cela justifie leur utilisation pour spécifier la provenance des VE, comme
c'est le cas de bon nombre de cancers qui ont €té identifiés, différenciés et leurs sites métastatiques

prédits en fonction des marqueurs analysés a partir de la cargaison protéique des VE.!?’

Ici, nous avons identifié certains des marqueurs spécifiques de VE tels que CD9, CD63,
Flotilline-2, Syntenine-1 et Alix. Le TOMM?20 nous a servi de controle négatif qui, normalement,
est absent dans les VE et présent dans les cellules. Les tétraspanines identifiés, CD9 et CD63,
(Figure 2) sont des protéines de surface membranaires des VE et le CD63 joue également un role
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Flotillin-2 42KDa
—
| —

Syntenin-1 32KDa

cD9 . - 24KDa

Alix " s 96KDa
CD63 ~ 25KDa
TOMM20 16KDa

Figure 2 : Identification de certains marqueurs de VE Ce Western Blot a été réalisé avec 15 pug de protéines de
cellules HEK293T lysées et des exosomes dérivés de ces cellules. La purification d'exosomes a été faite par
ultracentrifugation (comme décrit plus haut). L’identification de ces différents marqueurs de VE a été obtenue en
utilisant les anticorps correspondants.

dans la biogenese pour la voie indépendante de ESCRT. Le Flotillin-2 est une protéine de fusion
membranaire. La protéine Synenine-1 est dite d"échafaudage, elle joue un réle dans la biogenése
en se liant a Alix pour diriger les protéines syndécanes vers les membranes endosomales. Cest
¢galement |'une des voies indépendantes de la machinerie ESCRT. Alix est une protéine impliquée
dans la biogenese des MVB et le TOMM?20 est plutot une protéine mitochondriale qui est présente

seulement dans les cellules.
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3.1.2 Production et validation des cellules TSG101 Knock Out

La méthode CRISPR-Cas9 utilisée dans de nombreuses études pour I’édition du génome
et par conséquent, la modification de I’expression des génes, nous a permis d’inhiber 1’ expression
du geéne TSG101 dans des cellules HEK293T.

A Barcode 'sgRNA 2 spacer B
gRNA scaffold

hU6 Promoter

gRNA 1 spacer ——
gRNA scaffold 5

By | {)

¥ R &

Guide de 20nt

5 -GTAGGCTTAACAAAACAGAT-3
3 -CATCCGAATTGTTTTGTCTA-5"

Transduction de cellules HEK293
WT avec ARNg TSG101 et Cas9

TSG101 Clones d’ARNg TSG101
WT 1 2 3 4
1561018 LB
B-Actin — . s e 42K D2

Figure 3 : Réalisation de la transfection permettant d’aboutir aux cellules TSG101 KO. A) Représentation de la
cartographie visuelle du plasmide pCLIP-dual-FSSV-ZsGreen-Puromycin ciblant le géne TSG101. B) Séquence de
20 nucléotides du guide ARN TSG101. C) La réussite de la transfection a été vérifiée par I’émission de la fluorescence
verte des cellules sous le microscope ZOE. Cette fluorescence verte est due au GFP (Green Fluorescent Protein) lequel
a été intégré dans la confection du plasmide. D) Le Western Blot démontre le Knock Out dans les puits 1,2 et 4 en

utilisant 1’anticorps anti-TSG101, et 1’anticorps anti-B-Actine - protéine du cytosquelette présente dans toutes les
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cellules et qui n’a pas été modifiée dans notre étude — a été mis sur la méme membrane permettant ainsi de certifier la
présence de protéine dans les puits TSG101 KO.

Des cellules monoclonales ont été obtenues apres transfection avec le plasmide #7251
(pCLIP-dual-FSSV-ZsGreen-Puromycin) et le plasmide #52962 (pLentiCas9Blast) pour le silence
du géne TSG101. Cette transfection a été suivie de la sélection des cellules transfectées par
I’utilisation de la puromycine qui constitue 1’antibiotique a laquelle lesdites cellules sont
résistantes. Ces cellules ont été ensuite prélevées, comptées et diluées a une concentration de 20
cellules par ml de media. Dans une assiette de 96 puits, une dilution subséquente a été faite dans
I’objectif d’avoir une cellule par puit. Les puits a une seule cellule ont été identifiés au microscope
et ont ensuite été transférés progressivement dans des assiettes a plus grands puits jusqu’a des

assiettes de 10 cm. D’ou des lignées monoclonales de cellules TSG101 KO.

3.1.3 Le KO du TSG101 diminue la production de VE et modifie leur taille

La modification ou 1"absence de certains des marqueurs protéiques des exosomes affectent
leur production que ce soit en termes de qualité ou de quantité.!*® Certaines études ont pu prouver
que le "Knock Down" (KD) du complexe III de la machinerie ESCRT dont Alix et les protéines
associées aurait pour effet d'augmenter la production d’exosomes. La protéine Alix pourrait
¢galement modifier la cargaison protéique des exosomes et 1'inactivation de la protéine VPS4B
augmenterait aussi leur production. Cependant, la déplétion du gene TSG101 pour la traduction de

protéine du méme type diminuerait le nombre d’exosomes a étre secrété par les cellules.'®

Nos données obtenues par le Nanoparticle tracking analysis indiquent une diminution
considérable dans la production des exosomes par les cellules TSG101 KO, tandis qu’une 1égere

augmentation de taille est notée, comparativement a 1’analyse des exosomes produits par les
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cellules HEK WT. De fagon plus précise, on note une production relative autour de 10 millions de

VE pour les exosomes WT avec une taille majoritaire entre de 75 et 90 nm, tandis que les exosomes
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Figure 4: La délétion du géne TSG101 affecte le nombre et la taille de VE secrétées par les cellules. A) L’analyse
de suivi des nanoparticules prélevées des cellules TSG101 KO et purifiées par centrifugation différentielle a révélé
une diminution de plus de 50% de la production de VE comparativement a celles obtenues des cellules HEK WT.
Cependant, B) une augmentation de taille des VE de cellules KO a été observée dans les mémes échantillons pour un

total de 4 échantillons provenant de 4 expérimentations distinctes. C) Ce graphe Excel qui représente de fagon plus
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claire la différence de nombre et de taille montrée sur les figures 4A et 4B a été réalisé avec les données de Word pad

émises automatiquement apres le chargement d’un échantillon de VE dans le zetaview.

TSG101 KO beaucoup moins nombreux (entre 3 et 4 millions) ont majoritairement une taille

autour de 100 et 135 nm.
3.1.4 Le KO du TSG101 diminue I'abondance d autres marqueurs protéiques

Le silence de certains geénes médiant la traduction de protéines spécifiques modifie
¢galement la présence d'autres protéines dans les VE. Cependant, 1I'immunomicroscopie prouve
que chaque géne modifie différemment la taille ou la cargaison protéique des VE.!*° Selon cette
¢tude réalisée par Colombo et al. 2013, la délétion du géne TSG101 - pour la protéine TSG101 du

complexe ESCRT - réduit I"expression de la protéine CD63.1%
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Figure 5 : Identification et quantification des marqueurs de VE, des VE de cellules TSG101 KO. A) Le Western
Blot réalisé avec des échantillons d’exosomes purifiés des cellules TSG101 KO. Ces échantillons proviennent des 3
puits 1, 2 et 4 de KO représentés sur la figure 3D et ont été chargés ici dans les puits identifiés 1,2 et 3. Les 2 premiers
puits contiennent des échantillons d’exosomes de cellules HEK WT. 15 pg de protéines a été considéré pour chacun
des échantillons. N=2 B) Les graphes représentées ici ont ét¢ obtenues sur graphPad Prism9 a partir de la quantification
de I’intensité des bandes de protéines sur Fiji J.

Les VE purifiées des cellules KO ont ét¢ mis sur gel en vue de la vérification de
certains marqueurs et la quantification a été effectuée a I’aide de Fiji J. Les analyses suivantes
(Figure 5) démontrent une diminution relative des protéines CD63, Syntenine-1 (surtout dans le 3°
puit) et TSG101 dont le géne n’est d’ailleurs pas exprimé dans ces VE. Tandis que les protéines
CDS81 et Flotilline-2 sont augmentées. Ces résultats nous laissent suggérer que le TSG101

influence le chargement des VE a différents points, cependant I’abondance de certaines protéines

n'est pas touchée par cette déplétion.

3.1.5 L’absence du géne TSG101 dans les cellules modifie I’enrichissement du
micro-ARN 451 dans les VE

Dans le but d’approfondir nos expériences sur I’impact que peut avoir la non-expression
du gene TSG101, nous avons quantifié les montants de certains micro-ARN dans les exosomes
KO. Le micro-ARN 451 étant normalement trés abondant dans les exosomes,!'!! son expression a
été mesurée et comparée aux micro-ARN U6 et miR-16 qui sont des génes de référence interne le
plus souvent utilisés pour la normalisation de micro-ARN.'>® Nous avons eu recours a deux con-
ditions, I’une pour laquelle nous avons utilis¢ un méme montant d’ARN et I’autre avec un méme
volume d’ARN purifié¢ des VE de cellules TSG101 KO. L'analyse qPCR des miARN est réalisée
a l'aide du kit Mir-X TB Green qRT-PCR (Takara Bio cat no. 638816). L'amorce 3' pour toutes les

réactions est I'amorce 3' universelle mRQ fournie dans le kit. L'amorce 5' utilisée est congue par
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notre laboratoire pour la cible spécifique et commandée a IDT (Integrated DNA Technology). Les
stocks d'amorces sont dilués a 100uM. Nos analyses ont révélé une diminution de I’enrichissement
du miR-451 d’environ 50% dans les 2 conditions de RT-qPCR (décrit dans la section méthode),
apres avoir utilisé la formule suivante : C 1 = (C tmir-451 - C U6 ) cible - (C Tmir-451 - C TU6 ) con-

role €€ C T =(C TmiR-451 - C TmiR-16 ) cible = (C TmiR-451 - C miR - 16 ) controle -

A miR-451 Amorce

5'- AAACCGTTACCATTACTGAGTT -3’

C
miR-451_méme montant d'ARN: miR-451_méme volume d'ARN:
TSG101 KO vs Hek WT TSG101 KO vs Hek WT

I
1.04 —wee—

1.0+ =i |

0.5 -EE—

: n'!u L L] 1
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Miveau relatif miR-451
(vs UG & miR-16)
[ |
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Figure 6 : L’absence du géne TSG101 dans les cellules modifie I’enrichissement du micro-ARN 451 dans les
VE. A) Cette séquence de 22 nt constitue 1’amorce miR-451 pour la réaction qPCR. B) Cette réaction qPCR est
réalisée avec un montant d’ARN de 500 ng, dilué¢ aprés I’ADNCc, a raison de 2 pul pipeter dans chaque puit avec 3 puits
pour chaque condition. N=4 C) Nous avons suivi le schéma précédent pour cette réaction, avec la différence de I’uti-

lisation du méme volume d’ARN, soit 6.5 ul pour chaque échantillon. N=3
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Alors que les niveaux de miR-16 et de U6 sont trés faiblement régulés a la baisse dans les deux

conditions de I’expérimentation.

miR-16 Amorce
A 5- TAGCAGCACGTAAATATTGGCG -3’
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5-TTCGTGAAGCGTTCCATATTTT -3
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Figure 7 : Les niveaux des micro-ARN (miR-16 et U6) sont légérement modifiés dans les VE TSG101 KO. A&B)
Ces séquences de 22 nt constituent les amorces miR-16 et U6 pour les réactions gPCR. C&E) Ces réactions qPCR
ont été réalisée avec un montant d’ARN de 500 ng, dilu¢ aprés I’ADNec, a raison de 2 pl pipeter dans chaque puit avec
3 puits pour chaque condition. N=4 D&F) Nous avons suivi le schéma précédent pour ces réactions, avec la différence

de I’utilisation du méme volume d’ARN, soit 6.5 pl pour chaque échantillon. N=3
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3.1.6 Production et validation de cellules avec inhibition de la sphingomyélinase
2 neutre (nSMase2) par ’utilisation du siARN SMPD3

Une classe d’enzymes nommées sphingomyélinases neutres (N-SMases) est nécessaire
pour déclencher la réaction d’hydrolyse de la sphingomyéline en vue de générer le céramide. Ce
sphingolipide est tres actif biologiquement et est impliqué dans divers processus de la cellule dont
la production de VE.!”® Les SMases ont été classées en 4 sous-types en se basant sur le pH (poten-
tiel d’hydrogene) favorisant leur activité optimale, dont un pH acide, alcalin ou neutre. Parmi ces
4 sous-types de SMases - nSMase 1 (NSM1 ou N1), nSMase 2 (NSM2 ou N2), nSMase 3 (NSM3
ou N3) et nSMase associée aux mitochondries (MA-nSMase) - le nSMase?2 attire la plus grande
attention a cause de sa stabilité et de son implication dans des fonctions cellulaires telles que la
prolifération cellulaire et la mort cellulaire programmée, ainsi que la réponse inflammatoire et la
pathogenése de plusieurs maladies, entre autres.!”’

La nSMase 2 se trouve insérée au niveau de la membrane plasmique de 1’appareil de golgi
(qui lui a sa part d’implication dans la formation des MVB) et est codée par le géne de la sphingo-
myéline phosphodiestérase 3 (SMPD3).!7¢ Par conséquent, la non-expression de la N-SMase-2
doit nécessairement passer par 1’inhibition de I’expression de la SMPD3 qui peut étre induite soit
par I’inhibiteur GW4869 soit par le siARN SMPD3.!% Ce dernier a été utilisé dans notre étude
afin de mener la méme suite d’expérimentations que nous avons eues avec les cellules et les VE
TSG101 KO.

Deux séquences de siARN SMPD3 ont été utilisées afin d’avoir deux groupes de cellules
transfectées différentes. Nous avons suivi le protocole décrit plus haut dans la section méthode.
Des cellules HEK293 Wild-type ensemencées dans des assiettes de 10 cm (4 au total), ont été
transfectées en utilisant le lipofectamine RNA imax et ’OPTIMEM. Deux de ces assiettes ont été

utilisées comme contrdles dont un négatif, transfectée avec le "Universal Negative Control siARN"
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et un dit positif dont les cellules n’ont pas été traitées. Toutes les assiettes ont été soumises aux
mémes conditions et laissées dans 1’incubateur pendant 3 jours avant que les cellules soient
prélevées et traitées avec le tampon de lyse cellulaire en vue de vérification de 1'absence de la

protéine N-SMase-2 par Western Blot.

siARN SMPD3
WT 1 2  siARN ctrl

B-Actin e RI——_—a— 32KDa

Figure 8 : Vérification de la réussite de la transfection des cellules HEK WT avec le siARN SMPD3. A) Western
Blot réalisé en soumettant la membrane a 1’anticorps primaire anti-SMPD3 (R&D system, MAB7184). 15 pg de pro-
téines ont ¢été chargées dans chaque puit. Le premier puit (Figure 8) contient les cellules HEK WT non traitées, le
dernier puit est chargé avec 1’échantillon de cellules de controle négatif (siARN control). Les puits notés 1 et 2 con-
tiennent les échantillons de cellules transfectées avec le sStARN SMPD3. La -Actine - protéine du cytosquelette pré-
sente dans toutes les cellules et qui n’a pas été modifiée dans notre étude — a été mis sur la méme membrane permettant

ainsi de certifier la présence de protéine dans les puits SMPD3.

3.1.7 L’inhibition de la nSMase2 par le siARN SMPD3 dans les cellules affecte
négativement la production des VE

Le silence de I’expression de la sphingomyélinase 2 neutre dans les cellules influence non
seulement le tri de la cargaison mais également la production et I’excrétion de VE dans le milieu
extracellulaire.!” En effet, la nSMase 2 contribue aux mécanismes entrainant le bourgeonnement
des VIL en ETT puis MVB. Il a été rapporté que 1I’ensemble de ces mécanismes d’action dirigés

par la nSMase 2 pour aboutir a la sécrétion d’exosomes peuvent étre régulées par la modulation
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de I’activité¢ ATPase. Ce complexe enzymatique a pour but de diminuer 1’acidité de la lumicre des
MVRB, la rendant ainsi favorable a la sécrétion des exosomes. Par conséquent, I’inhibition de la
nSMase 2 entraine 1’acidification de la lumiére des MVB en induisant I’assemblage du complexe

ATPase aboutissant ainsi a une diminution de la sécrétion d’exosomes.!”®

Ici, des VE ont été purifiées par centrifugation différentielle a partir du surnageant des

cellules traitées avec le stARN SMPD3. L’analyse du suivi des nanoparticules a révélé une diminu-
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Figure 9 : Modifications de nombre et de taille des VE provenant des cellules avec N-SMase 2 inhibée. A)
Diminution de plus de 50% de la production de VE comparativement a celles obtenues des cellules HEK WT.

Cependant, B) une augmentation de taille de ces VE a été observée dans les mémes. N=4 C) Ce graphe Excel qui
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représente de fagon plus claire la différence de nombre et de taille montrée sur les figures 9A et 9B a été réalisé avec
les données de Word pad émises automatiquement aprés le chargement d’un échantillon de VE dans la machine
zetaview.

tion d’environ 50% de la production d’exosomes produits par ces cellules. Par ailleurs, une
différence de taille 1égerement plus ¢élevée de ces exosomes comparativement a ceux des cellules

Wild-type a été observée.
3.1.8 L’inhibition de la nSMase2 diminue I’expression de certains marqueurs

Le céramide, produit par I’hydrolyse de la sphingomyéline par des sphingomyélinases ou
par la dégradation de sphingolipides complexes contenues dans les lysosomes, joue un réle majeur
dans les voies de biogenéese indépendante de ESCRT et influence également le tri de la cargaison
et la production de VE.! Ce sphingolipide est donc nécessaire au tri des protéines dites protéoli-
pidiques en VIL dont le destin sera la sécrétion.!”®

Notre ¢tude démontre que le céramide pourrait influencer 1’expression ou la cargaison de
certains marqueurs de VE par ces modifications considérables observées a cause de 1’inhibition de
la N-SMase 2. Le tétraspanines CD63, qui également assure la cargaison dans les VE pour une
voie indépendante de la machinerie ESCRT a été fortement diminué, ainsi que le CD81 (a une
différence moindre). Le Flotilline-2 et la Syntenine-1 ont été faiblement modifiés, respectivement,
un peu a la baisse et, a peu pres a la méme intensité en comparaison avec les controles (siARN
contrdle négatif et cellules HEK WT non traitées). Le TSG101, qui est une protéine du complexe
I, ESCRT a été régulé a la baisse dans ces expériences. Cela nous ameéne a penser que ces deux

voies impliquant le TSG101 d’une part et le céramide d’autre part pourrait s’ influencer entre elles
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Figure 10: L’absence de la N-SMase 2 dans les cellules a un impact sur certains marqueurs de VE. A) Les puits
ont été chargés dans le méme ordre que sur la figure 8, a 15 pg de protéines pour chaque échantillon. Les différents
anticorps ont ensuite été mis sur les membranes pour analyse. N=3 B) Les graphes représentées ici ont été obtenues
sur graphPad Prism9 a partir de la quantification de 1’intensité des bandes de protéines (des membranes de Western
Blot) sur Fiji J.

et que I’absence de I’'une impacte I’expression de I’autre. De plus, le profilage des méme mar-
queurs ¢tudiés dans les 2 expériences se ressemble, d’ou la possibilité que ces 2 voies se compor-

tent de la méme fagon dans la biogenése des exosomes
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3.1.9 L’inhibition de la nSMase2 par le siARN SMPD3 diminue I’abondance
du miR-451 dans les VE

Le micro-ARN 451 étant normalement trés abondant dans les exosomes, son expression a

été mesurée et comparée aux micro-ARN U6 et miR-16 qui sont des génes de référence interne le
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Figure 11 : I’absence de ’enzyme n-SMase-2 dans les cellules modifie I’enrichissement du micro-ARN 451 dans

les VE. A) Cette séquence de 22 nt constitue ’amorce miR-451 pour la réaction qPCR. B) Cette réaction qPCR est

réalisée avec un montant d’ARN de 500 ng, dilué aprés I’ADNc, a raison de 2 ul pipeter dans chaque puit et 3 puits

pour chaque condition. N=4 C) Nous avons suivi le schéma précédent pour cette réaction, avec la différence de I’uti-

lisation du méme volume d’ARN, soit 6.5 pl pour chaque échantillon. N=4

plus souvent utilisés pour la normalisation de micro-ARN. Nous avons eu recours a deux

conditions, 1’une pour laquelle nous avons utilis¢ un méme montant d’ARN et 1’autre avec un

méme volume d’ARN. Ces VE ont été purifiées a partir des cellules traitées avec le siARN
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SMPD3. L'analyse qPCR des miARN est réalisée a I'aide du kit Mir-X TB Green qRT-PCR (Takara
Bio cat no. 638816). L'amorce 3' pour toutes les réactions est 'amorce 3' universelle mRQ fournie
dans le kit. L'amorce 5' utilisée est congue par notre laboratoire pour la cible spécifique et
commandée a IDT (Integrated DNA Technology). Les stocks d'amorces sont dilués a 100uM. Nos
analyses ont révélé une diminution de I’enrichissement du miR-451 d’environ 50% dans les 2
conditions de RT-qPCR en adoptant la formule suivante : C 1= (C tmir-451 - C TU6 ) cible - (C TmiR

451 =C1U6 ) controle €6 C T =(C TmiR-451 - C TmiR-16 ) cible - (C TmiR-451 - C miR-16 ) controle -

Alors que les niveaux de miR-16 et de U6 restent pratiquement inchangés dans les deux conditions

de I’expérimentation.
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Figure 12 : Les niveaux des micro-ARN (miR-16 et U6) sont légérement modifiés dans les VE provenant de
cellules traitées avec le siARN SMPD3. A&B) Ces séquences de 22 nt constituent les amorces miR-16 et U6 pour
les réactions qPCR. C&E) Ces réactions qPCR ont été réalisée avec un montant d’ARN de 500 ng, dilué apres
I’ADNe, a raison de 2 ul pipeter dans chaque puit et 3 puits pour chaque condition. D&F) Nous avons suivi le schéma

précédent pour ces réactions, avec la différence de 1’utilisation du méme volume d’ARN, soit 6.5 ul pour chaque

échantillon. N=4
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Discussion 1

3.1.1 Des marqueurs de VE ont été identifiés et différenciés de ceux des cellules

Apres la découverte des exosomes, il s’est révélé important de trouver des techniques qui
peuvent permettre de les identifier facilement in vitro, afin de mener des expériences ultérieures
permettant de les caractériser et de découvrir leurs potentiels. Etant donné que la taille des sous-
catégories de VE peut se chevaucher et que des outils ayant la capacité de bien les décanter font
défaut, les marqueurs protéiques et lipidiques se trouvant a la surface ou dans la lumiére des
exosomes constituent un moyen simple, abordable et efficace facilitant 1’identification de ces nano

vésicules combien convoitées.

Dans une étude menée par Kowal et al., on a pu identifier plusieurs protéines - telles que

Flotillin-1, les protéines de choc thermique de 70 kDa (HSC70/HSP73, HSP70/HSP72) ou le

complexe majeur d'histocompatibilit¢ (CMH) de classel et les protéines de classe II,

habituellement utilisées comme marqueurs protéiques des exosomes, a différents niveaux de
flottaison dans un gradient de densité.>> La procédure d’immuno-isolement, qui consiste a séparer
des molécules par I’utilisation d’anticorps spécifiques, leur a également permis de déceler la
présence simultanée des 3 protéines de tétraspanines dans une sous population de VE dérivées des

endosomes faisant référence aux exosomes.>>

Dans cette ¢étude, nous avons pu identifier des protéines habituellement réputées pour étre
des marqueurs de VE, comme des tétraspanines (CD9, CD63), Flotillin-2, Syntenine-1, Alix dans
le culot obtenu apres centrifugation différentielle du surnageant de cellules HEK293 de type
sauvage. En contrepartie, nous avons utilis€ un culot de cellules traité avec la solution de lyse

cellulaire (pour I’extraction des protéines) a la méme concentration (15 pg pour 20 pl) comme

67



controle négatif. L’absence de ces marqueurs protéiques dans les puits avec échantillons de cellules
lysées mais présents dans les autres puits chargés avec des échantillons de VE nous a permis
d’avoir la certification que nous avons bien des VE dans le culot que nous avons pu obtenir par
ultracentrifugation. En revanche, la prot¢éine TOMM20, qui est un marqueur spécifique des cellules
a cause de son origine mitochondriale, n’a été identifi¢ que dans les puits avec échantillon de

cellules.
3.1.2 Production et validation des cellules TSG101 Knock Out

L’une des grandes découvertes réalisées au cours de cette derni¢re décennie est celle de la
possibilité de 1’application du systéme a répétitions palindromiques courtes régulierement
espacées regroupées avec des séquences associées (CRISPR/Cas9) des bactéries comme outil
pouvant permettre d’éditer de fagon précise des génes dans les cellules en culture ou carrément
dans les organismes animaux ou humains.'*’ Ce systéme, découvert (mais non bien compris) par
Ishino et al. en 1987 dans I’ADN de la bactérie E. coli, constitue le systéme immunitaire adaptatif
utilisé par les bactéries et les archées leur permettant de conquérir une résistance contre I’invasion

des phages et des €léments génétiques mobiles notamment les virus, en ciblant de maniére

spécifique des séquences d’acides nucleiques.'®

Ce systeme de défense adopté par les bactéries fonctionne en 3 étapes : d’abord il y a
I’intervention des enzymes appelées nucléases (ciseaux moléculaires) qui sont utilisées pour
couper un morceau d’ADN viral nommé Protospaceur, lors de la premicre invasion microbienne.
Ce fragment d’ADN est alors stocké dans le génome de la bactérie entre des séquences
palindromiques répétées en compagnie d’autres fragments de virus qui ont été précédemment en
contact avec la bactérie. Cela forme ce qu’on appelle une mémoire immunitaire. Par la suite, lors

d’une future invasion microbienne avec le méme virus, 1’enzyme Cas9 entreprend la
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reconnaissance virale pour le motif adjacent au Protospaceur (PAM, qui est une courte séquence
se situant en aval du site a atteindre) et attend le signal de I’ARN guide avant de procéder a la
cassure double brin de I’ADN viral. Cet ARN guide est constitué¢ d’un ARN complémentaire a
I’espaceur viral qui a été stocké aprés la premiere invasion virale, désigné sous le nom d’ARN
CRISPR (ARNcr) et d’un autre ARN appelé ARN trans-activant (ARNtracr) qui va servir
d’échafaudage. Aprés la reconnaissance du PAM, la nucléase Cas9 procédera a la localisation de
la séquence cible en amont, sous la direction de I’ARN guide et crée enfin une cassure double brin

dans ’ADN viral entrainant sa neutralisation puisqu’il est dépourvu de systéme de réparation de

I’ADN 140,143,144

Convoité par la recherche biomédicale, ce mécanisme moléculaire utilisé pour la premiére
fois dans les cellules humaines par les Drs Doudna et Charpentier en 2012, est maintenant trés
prisé dans I’édition d’ARN, d’ADN, de base ou d’amorce.!* II est de nos jours utilisé dans la
thérapie cellulaire et génique dont les divers essais cliniques pour le traitement de différentes
maladies comme 1’anémie falciforme et la cécité héréditaire, pour ne citer que celles-1a. Il est tout
aussi bien utilisé dans le diagnostic de maladies tel que trés récemment mis en action dans des tests
diagnostiques de la covid19, ainsi que dans 1’agriculture et la bioénergie.'*!%° Par ailleurs, d’autres
méthodes permettant des manipulations du génome, telles que les nucléases a doigts de Zinc (ZFN)
et les nucléases effectrices de type activateur de transcription « TAL effector nucleases » (TALEN)
ont été a la disposition des chercheurs des années de cela.!*"'*> Cependant, leur utilisation était
devenue limitée en raison de leur manque de spécificité a atteindre la cible.!*® Cette nouvelle
méthode de reprogrammation génétique (CRISPR/Cas9) se basant sur la réparation de ’ADN
aprés la cassure double brin, reconnait et clive des séquences d’ADN de fagon hautement

spécifique. De plus, elle utilise soit la jonction d’extrémité non homologue (NHEJ) qui va entrainer

69



une invalidité des geénes cibles d’ou un Knock Out, soit la réparation dirigée par homologie (HDR)
qui confére la possibilité¢ d’insérer de nouveaux geénes ou de fragments de matériels génétiques,

d’ou un Knock In.'#

Notre étude avait pour but de provoquer la déplétion d’un ou de plusieurs génes dans les
cellules. Ainsi, nous avons eu recours a cette technologie polyvalente d’édition génique pour
obtenir un Knock out du géne de susceptibilité aux tumeurs 101 (TSG101) dans des cellules
HEK293T. Ces cellules ont ét¢ ensuite utilisées pour réaliser d’autres expériences nous permettant
de déceler les différents impacts que peut avoir cette modification génique sur la production, la

présence des marqueurs protéiques et le contenu en certains ARN des VE.
3.1.3 Le KO du TSG101 diminue la production d exosomes et modifie leur taille

11 a été rapporté que le silence de plusieurs genes de I’ADN cellulaire a pour conséquence
la modification de la production des VE en termes de nombre et de taille. Parmi ces geénes on a le
HRS, le STAMI, le VPS4B, I’Alix et le TSG101 (tous faisant partie ou associés au complexe
ESCRT) dont la non-expression peut, pour certains d’entre eux (comme Alix), augmenter, et pour
d’autres (comme le VPS4B) diminuer la sécrétion de VE, bien que cela dépend aussi du type de
cellules.*!% Par ailleurs, ces modifications de taille, de nombre et/ou de contenu induites par
I’absence des génes mentionnés ci-dessus sont différentes pour chacun de ces geénes modifiés et
ces différences ont été révélées lors de la quantification des VE a I’aide de I’immuno-microscopie
électronique.'® Une autre étude a pu démontré que dans les cellules dont les sous-unités du
complexe ESCRT ont été¢ appauvries, il y a des modifications de la morphologie de certains
composants et une production de VIL plus larges.*® De méme, d’autres marqueurs protéiques tel

que le Rab27a a une influence sur la régulation de la production et du contenu des exosomes. Ainsi
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la déplétion de ce geéne aboutit non seulement a une modification de 1’expression de certains

marqueurs mais également a une diminution de la sécrétion des exosomes.>”

Dans cette étude, la délétion du géne TSG101 induite par la méthode CRISPR dans les
cellules HEK293T nous a donné comme résultat une diminution considérable du nombre de VE
relarguées par ces cellules Knock Out, tandis que la taille de ces VE serait plutot augmentée par
rapport a celle des VE secrétées par les cellules dont I’expression du TSG101 n’a pas été amenée
au silence. Ces résultats nous démontrent que I’absence d’un constituant du complexe ESCRT dont
le TSG101, a lui seul, peut parvenir a réguler a la baisse la production et le relargage des VE a plus
de 50%. Ce qui correspond a la littérature qui révele qu’il y a une diminution considérable des VE
a étre secrétées par les cellules avec TSG101 non exprimé.!%1% Le TSG101 étant impliqué dans
le processus de biogenese des exosomes depuis la formation des tubes vacuolaires des endosomes
précoces, joue également un role dans I’invagination négative de la membrane endosomale et
aurait la capacité de modifier la structure de ces endosomes selon cette étude menée par Razi et
al.'* Cela nous permet de suggérer que I’augmentation de taille des VE que nous observons dans
notre étude est forcément liée a cette influence que possede le TSG101 sur la structure des

endosomes.
3.1.4 Le KO du TSG101 diminue I'abondance d autres marqueurs protéiques

Le TSG101, geéne régulateur négatif de croissance tumorale, est ubiquitaire et interfére dans
divers processus moléculaires et cellulaires que ce soit dans des conditions physiologiques ou
pathologiques.!*® Découvert au cours des années 1990 dans une étude menée par Li et al., des
modifications liées au Knock out fonctionnel apportées a ce géne a entrainé une transformation au
niveau de la cellule et une expression a la hausse de la stathmine qui est également un gene

impliqué dans la croissance tumorale.'*® D’autres scientifiques se sont ensuite intéressés a I’étude
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de ce gene et ont ¢lucidé son role bénéfique comme étant suppresseur de tumeur dans le cancer du

sein. !4

Le TSG101 fait partie du complexe ESCRT qui est fortement impliqué dans la biogenése
des VE et est nécessaire a la survie ainsi qu’a ’homéostasie cellulaire, au point que des cellules
dépourvues de ce géne sont vouées au phénoméne d’autophagie par arrét du cycle cellulaire. !¢ 11
a aussi été rapporté que le Knock Out du TSG101dans les cellules HeLa diminue 1’expression de
la protéine tétraspanique CD63 et du CMH 1I qui est associé également aux VE.!% La réduction
de son expression en utilisant un siARN a pratiquement le méme effet et inhibe la formation de
structures endocytaires positives CD63 (Stuffers et al., 2009). Ici, notre étude a démontré une
régulation a la baisse de la protéine CD63 et syntenine-1 (cette derniére a un niveau moindre),
tandis que les protéines CD81 et Flotilline-2 seraient plutot régulées a la hausse dans les cellules
HEK293T. Ceci peut corréler avec la littérature qui stipule que la production de VE pour une voie
indépendante de ESCRT n’aurait aucun effet sur I’accumulation de la Flotillin-2 dans le VE.??> En
outre, une étude réalisée sur le Knock Out de la protéine Rab27a a pu démontrer que cette déplétion
a su entrainer la modification de certains marqueurs comme le CD63, le Tsgl101, I’Alix, HSP70,
et du méme coup, diminue la sécrétion d'exosomes d’environ 70%. Cependant, I’absence de ce
gene est sans effet sur d’autres marqueurs de petites vésicules extracellulaires (pVE) tels que CD9,
Mfge8.3? Par ailleurs, cela suggére le rdle important de certains constituants de la machinerie
ESCRT dont le TSG101 dans la composition protéique des VE secrétées, tout comme la protéine

Alix qui a la propriété de modifier la cargaison protéique des VE.!*
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3.1.5 ’absence du géne TSG101 dans les cellules modifie I’enrichissement du micro-
ARN 451 dans les exosomes tandis qu’il n’aurait presque pas d’effet sur leur enrichissement

en miR-16 et U6

I était important pour nous de porter notre curiosité sur I’impact que pourrait avoir le
silencage du géne TSG101 sur la composition des VE en micro-ARN vus les effets déja observés
de son absence sur la production, la taille et 1’abondance des marqueurs protéiques des VE.
Connaissant I’abondance du miR-451 dans les exosomes,'!! nous y avons jeté notre dévolu tout en
considérant les micro-ARN U6 et miR-16 comme génes de référence habituellement utilisés.!>
Ces expériences nous ont révélé une baisse considérable du miR-451 dans les VE de cellules KO,
tandis que cette modification génique n’aurait presque pas d’effet sur les autres micro-ARN utilisés
dans 1’¢étude. Ceci n'est pas forcément ¢lucidé dans la littérature, mais nous pouvons suggérer que
de méme que la déplétion du TSG101 n’affecte pas la cargaison de tous les marqueurs protéiques,
comme observé précédemment (Figure 5), il n’aurait pas d’impact sur la cargaison de certains

micro-ARN non plus.

Par ailleurs, le miR-451 est le seul micro-ARN qui a été rapporté comme utilisant une voie
autre que Dicer (gene codant pour la ribonucléase clef du mécanisme d’interférence ARN) pour
parvenir a sa maturité.!”>!7* Cette voie particuliére est probablement liée a 1’abondance de sa
sécrétion, beaucoup plus que les autres micro-ARN, dans les exosomes'?! et est peut-étre, par nos

suggestions, affectée par I’absence du TSG101 contrairement a la voie Dicer.

3.1.6 Production et validation de cellules avec inhibition de la sphingomyélinase
neutre 2 (nSMase2) par 'utilisation du siARN SMPD3
Un fait intéressant est que méme 1’absence compléte et simultanée des protéines faisant

partie des 4 sous-unités du complexe ESCRT n’abolit pas totalement la production de MVB.!%° 11
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a aussi ¢té relat¢ que les composants de la voie endocytaire restaient intacts et clairement
différenciés aprés inhibition de la machinerie ESCRT.* Tout ceci a suscité 1’ intérét pour des études
sur d’autres voies possibles de formation des VIL et par conséquent, des exosomes. Et I’'une des

voies qui a été retrouvé est celle liée au céramide sphingolipidique.®

L’aboutissement a cette voie nécessite 1’action de I’enzyme sphingomyélinase neutre II,
fortement impliquée dans la signalisation cellulaire, qui va hydrolyser la sphingomyéline en
céramide. Par conséquent, le fait d’inhiber I’action de cette enzyme aurait annulé 1’hydrolyse de
la sphingomyéline d’ou I’absence du céramide. Ce phénoméne d’inhibition peut étre provoquer
soit en réduisant au silence I’expression de la sphingomyélinase neutre par un siARN, soit en
inhibant son activité avec le médicament GW4869.7 Ici, nous avons utilisé deux séquences de
siARN en vue de parvenir a I’abolition de la voie liée au céramide dans les cellules HEK293T, la
suite des expériences qui ont été réalisées nous ont permis d’observer I’impact que peut avoir cette
inhibition sur le nombre, la taille ainsi que la cargaison des VE dont certains marqueurs protéiques

et des micro-ARN.

3.1.7 L’inhibition de la nSMase2 par le siARN SMPD3 dans les cellules affecte

négativement la production des exosomes

Les différentes voies de biogenese des exosomes ¢€lucidées a travers la littérature, sont
indépendantes I’une de 1’autre et affectent, chacune de leur c6té, la formation de MVB. Comme
déja révélée par d’autres études, la sécrétion d’exosomes est réduite aprés I’inhibition de la
sphingomyélinase neutre dans les cellules.”!% Cependant, cette observation n’est pas vraie pour
tous les types de cellules produisant des exosomes. Une étude réalisée par Van Niel et al. en 2011
a démontré que I’inhibition de la sphingomy¢linase Il n’a aucun effet sur la formation des MVB

dans les cellules de mélanome,'? alors que cette réduction était observée pour les cellules HeLa.*®
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Nos expériences avec le sSiARN SMPD3 ciblant la sphingomy¢élinase II ont également dé-
montré une diminution du nombre de VE a étre secrétées par les cellules HEK293T. Cependant,
on a noté une augmentation dans la taille de la majeure partie de ces VE, ce qui nous laisse suggérer
que I’absence du céramide dans les cellules aurait un effet négatif sur la morphologie réguli¢re des
VIL et n’intervient pas uniquement dans la production des VE en termes de quantité.

3.1.8 L’inhibition de la nSMase2 diminue I’expression de certains marqueurs

Les lipides, en particulier le céramide, jouent un role majeur non seulement dans la
formation des MVB (pour une voie indépendante de ESCRT), mais interviennent également dans
la sécrétion ainsi que dans propriétés fonctionnelles des exosomes.*® Ces derniéres impliquent
I’influence que peut avoir le céramide sur la cargaison exosomale, dont la nature et la proportion
des marqueurs protéiques des exosomes. En nous basant sur ces déclarations, nous arrivons a
comprendre les observations que nous avons eu avec nos expériences qui démontrent une
diminution des protéines tétraspaniques CD63 et CD81, ainsi que les marqueurs Flotillin-2 et
TSG101, alors que la protéine syntenin-1 n’est que faiblement diminuée. Ce qui nous intrigue dans
ces résultats c’est le fait que le TSG101, faisant partie de la voie dépendante du complexe ESCRT
et qui n’a pas été modifié dans cette expérimentation, est également régulé a la baisse. Cela nous
permet de suggérer une possible réaction croisée entre ces 2 voies de biogenése des MVB dans les

cellules et que la production du céramide pourrait dépendre du TSG101 et vice versa.

3.1.9 L’inhibition de 1a nSMase2 par le siARN SMPD3 diminue I’abondance du miR-
451, sans effet considérable sur celle des micro-ARN U6 et 16.

Le céramide et les micro-ARN peuvent s’influencer mutuellement selon ces études que
nous allons énoncer ci-apres. A travers ces recherches menées sur I’anémie et 1’érythropoicse, on

a pu découvrir que le céramide joue un role dans la différentiation de certains micro-ARN tels que
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miR-144, miR-451, miR-44a, miR-223 et miR-155, en modulant la voie FT-miR (Facteurs de
transcription - micro-ARN).!® D’un autre coté, la régulation a la hausse du miR-34a entraine une
accumulation de céramide dans les cellules musculaires en inhibant le céramide kinase, provoquant
ainsi le vieillissement musculaire par une résistance a I’insuline.!”®

Dans notre étude comme dans ces derniéres, tous les micro-ARN ne sont pas étudiés. Ceci
nous empéche de faire une évaluation plus comparative des ARN dont I’abondance peut étre alté-
rée ou non par I’inhibition de I’hydrolyse du céramide. Par ailleurs, le méme schéma observé avec
la déplétion du TSG101 (diminution de 1’abondance du miR-451 et la non-modification de celle
de miR-16 et U6) et ici nous fait penser que ces deux voies (TSG101 et céramide) se coincident et
produisent a peu pres les mémes effets sur les marqueurs protéiques, la production, la morphologie

et la cargaison en micro-ARN des VE.
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3.2 Ingénierie de la distribution des VE du sang vers le cerveau

Il a été rapporté que, face aux défis que confrontent les chercheurs dans 1’utilisation des
nano transporteurs synthétiques comme véhicules de molécules a charges thérapeutiques
notamment la traversée de la BHE, les VE peuvent parvenir au cerveau et délivrer leurs cargos
(siARN et autres). Néanmoins, différentes modifications biochimiques sont souvent nécessaires
dans le but, non seulement de potentialiser la livraison efficace (surtout de cargaisons exogenes),

mais aussi de minimiser la livraison non spécifique de ces nano vésicules de transport naturel. %%’

3.2.1 Injection de VE aux souris

Notre étude avait également pour but de découvrir s’il existe une différence dans la bio

distribution des VE dans 1’organisme selon les organes et les types de cellules d’origine.

La procédure mis en place pour cette expérimentation est illustrée dans la figure suivante

et le protocole est détaillé plus haut (dans la section méthodologie). En effet, une concentration de
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Figure 13: Injection de VE aux souris. L’une des veines de la queue des souris a été utilisée pour I’injection de 1ml
(1x10'%) d’exosomes marqués au DiR (5 ul). Les échantillons ont été centrifugés pour enlever I’excés de DiR avant
I’injection. L’euthanasie a eu lieu 7 heures apres cette injection en procédant par 1’administration intra péritonéale du
pentobarbital sodique a raison de 10mg/kg, suivie de la dislocation cervicale. Les organes ont été ensuite prélevés
pour ’analyse de la fluorescence dans le IVIS. Le logiciel graph Pad prism9 a été utilisée pour 1’analyse des données.
1x10"* exosomes/ml a été marquée au DiR puis injectée aux souris a raison de 200 pl/souris et 4

souris pour chaque condition. Elles ont été ensuite sacrifiées 7 heures apres I’injection, les organes

prélevés et I’intensité de la fluorescence a été quantifier a I’aide de la machine IVIS.

3.2.1.1 Injection de VE de cellules U118 de type sauvage, une absorption
diminuée au niveau du cerveau

Cette premicre expérience a ¢été réalisée avec les exosomes purifiés par FFT a partir de
cellules U118 de type sauvage. Un échantillon de 5 ul de DiR ajoutés dans 1 ml de 1xPBS a été
¢galement injecté aux souris, apres incubation, centrifugation et la re suspension de la pelotte,

comme controle négatif. Cette expérience démontre une absorption moindre des exosomes par le
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Figure 14 : Des VE purifiées de cellules U118 WT ont été injectés aux souris, une absorption diminuéeau niveau
du cerveau. A) Cette figure montre la fluorescence des différents organes (cerveau, reins, foie, poumons, moelle

épinicre, rate) qui ont été prélevés des souris 7 heures apres injection des exosomes marqués et du PBS comme
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contréle. B) Quatre (4) souris ont été injectées pour chaque condition. Les données chiffrées des intensités détectés
dans les organes a partir de la machine IVIS ont été traitées et analysées sur graph Pad prism9.

cerveau et la moelle épiniére comparativement aux autres organes. Aussi, n’y a-t-il presqu’aucune
différence entre 1’absorption des exosomes et celle du PBS dans le cerveau et la moelle épiniere
tandis que cette différence est trés importante dans les autres organes. La procédure susmentionnée
(figure 13) a été appliquée.

3.2.1.2 Injection de VE de cellules H2, une meilleure absorption au niveau du
cerveau

L’expérience a été répétée avec les exosomes des cellules H2, H3 et F5 qui sont des cellules
ayant été traités avec des anticorps pour une affinité contre les récepteurs a 1’insuline (H2, H3) et
a la transferrine (F5) des cellules endothéliales des capillaires cérébraux. Ce mécanisme
permettrait aux VE purifiées de ces cellules de traverser la BHE par RMT et de délivrer leurs

cargaisons du coté luminal des cellules endothéliales ayant contact avec le tissu cérébral.”®15

En effet, des cellules HEK293 WT ont été flanquées par ces séquences H2, H3, F5,
respectivement, liée a I’extrémité N-terminale de la protéine PTGFRN en vue de I’optimisation de
I’expression ainsi qu’une liaison avec la protéine Flag liée a I’extrémité C-terminale qui servira a
la vérification de la réussite de 1I’expérience par Western Blot. La confection de ces cellules a été

réalisée en appliquant le protocole décrit plus haut dans le chapitre traitant de la méthodologie.

Ces résultats démontrent une absorption significative des VE H2 au niveau du cerveau et
la moelle épiniere, a comparer aux exosomes des cellules Wild type. Cette absorption est
¢galement plus importante pour les exosomes H2 que pour ceux de H3 et F5, D’autres organes
comme les reins, les poumons et les petits intestins absorbent également ces exosomes avec une

significativité, ce qui n’est pas le cas pour le foie, le cceur et la rate. Par ailleurs, cette expérience
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a réveéle que les échantillons d’exosomes qui ont été traités avec la protéinase K (une enzyme qui
catalyse les protéines de surface des exosomes) ont une absorption diminuée dans presque tous les

organes, comparativement aux échantillons d’exosomes non traités du méme type.

A la microscopie, la fluorescence des exosomes H2 a été également remarquée dans le tissu
cérébral (identifiée a I’aide de 1’anticorps Flag dont la protéine a été antérieurement liée a la
séquence H2 dans les cellules), a comparer aux cerveaux de souris injectées avec des exosomes de
cellules de type sauvage. Le CD3, qui représente I’anticorps dirigé contre la molécule d’adhésion
et de signalisation des cellules endothéliales (PECAM-1),!%% a été utilisé dans cette expérience
dans le but d’identifier les cellules endothéliales des vaisseaux cérébraux au microscope. On a
donc eu une signalisation positive de cet anticorps dans les 2 cas de figure de 1’expérience (Tissu
cérébral avec VE-H2 et tissu cérébral avec VE-WT), et les signalisations CD31 et Flag sont

colocalisées a différents points.

Ces résultats sont représentés a partir des figures 15, 16 et 17 qui suivent.

HEK WT H2
IGF1RS-H2 sequence Cl VE  Cell VE

3" CCTGTCGTTGGCTCTTTGCCGAGEG - Flag " 55 KDa

Syntenin_1 gy o= ) o 3Da

Figure 15 : Vérification de la présence de la protéine Flag dans les cellules et les exosomes. A) Séquence de
I’anticorps IGF1RS flanquée a I’extrémité terminale N de la protéine PTGFRN et la protéine Flag reliée a I’extrémité
terminale C. Des cellules HEK293T WT ont été utilisées et le Dr James Taylor a confectionné ces cellules en utilisant

la méthode de Gibson. B) Ce western blot a été réalisée avec 15 ug de protéines dans chaque puis, respectivement,
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cellule et exosomes HEK293 WT, cellules et exosomes H2. L’anticorps anti syntenine-1 a été mis sur cette méme

membrane en vue de certifier la présence de protéine dans les puits chargés d’échantillons de cellules et de VE de type

sauvage.
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Figure 17 : Microscopie : les exosomes H2 sont vérifiés au niveau du tissus cérébral. A) représente différents
clichés qui ont été obtenus a partir du microscope M2. La fluorescence orange représente 1’anticorps primaire anti-
CD31 pour le marquage des cellules endothéliales (les vaisseaux) et la fluorescence verte correspond a 1’anticorps
anti-Flag pour le marquage des exosomes H2. Cette fluorescence est alors présente dans le tissu cérébral des souris
qui ont été injectées avec des exosomes provenant de cellules H2 tandis qu’elle est absente dans le cerveau des souris
injectées avec des exosomes de type sauvage. Par ailleurs, la fluorescence orange est présente dans les deux conditions.

Ces images ont été prises par Dr Kallol Dutta a 1’aide microscope M2.
Discussion 2
3.2.1 Injection de VE aux souris

La découverte des VE et les nombreuses études sur ces nanoparticules qui se sont suivies
ont permis d’apprécier la plupart de leurs caractéristiques et de leurs potentialités fonctionnelles.
Elles étaient, de ce fait, convoitées pour &tre utilisées a des fins thérapeutiques et diagnostiques et
les expériences qui se sont ensuite déroulées concernaient leurs purifications, des essais avec des
cellules et leurs injections aux souris pour pouvoir mieux apprécier et différencier leurs actions
ainsi que leurs propriétés. Ces démarches ont permis de révéler les atouts qu’elles possédent pour
des applications trés prometteuses dans le domaine, tels que leurs capacités a €tre chargées de
molécules, a délivrer leurs contenus (protéines, lipides, acide nucléiques), a modifier des cellules
cibles et a traverser des barricres biologiques. De plus, les VE offrent une capacite de stockage,
une stabilité et une disponibilité, ainsi qu’une tolérance immunitaire et une clairance rapide dans
la circulation sanguine donnant la possibilité de procéder a des injections répétées a des organismes

animaux et humains.?°

Normalement, les exosomes injectés ont tendance a s’accumuler plus facilement dans

certains organes comme le foie, la rate, les reins, les poumons, le tractus gastro-intestinal,'®® et
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témoignent donc d’une plus grande difficulté¢ a étre délivrés dans des organes protégés par une
barriére biologique tel que le cerveau et la moelle épiniére.'®® Cet organotropisme peut étre
influencé par divers facteurs tels que 1’état physiopathologique de la cellule qui impacte la nature
de la cargaison des exosomes, sans oublier 1I’origine cellulaire, la composition membranaire, la
dose d’injection et la voie d’administration des VE.!®* Cependant, plusieurs études ont pu prouver
que des modifications exosomales - qu’elles soient directes (manipulations chimiques de la surface
des exosomes par des liaisons covalentes ou non covalentes) ou indirectes (manipulations géniques
de la cellule pour la production d’un type spécifique d’exosomes) - peuvent favoriser

’administration d’exosomes pour une cible spécifiques.?’

3.2.1.1 Injection de VE de cellules U118, une absorption diminuée au niveau du

cerveau

L’utilisation d’un colorant proche infrarouge (DiR) nous a permis de retracer la
signalisation des VE dans les tissus. Ce colorant lipophilique a déja fait ses preuves dans plusieurs

162,163

¢tudes et son efficacité est justifiée par sa bonne pénétrance tissulaire et son faible

autofluorescence.'%* Par ailleurs, dans 1’objectif de minimiser la fluorescence de DiR libre circulant

qui pourrait étre détectée et prise pour une fluorescence liée aux VE, nous avons procédé a

I’exsanguination avant le prélévement des organes.

Comme dit plus haut, I’origine cellulaire n’est pas sans effet sur I’affinité de distribution
des VE. Des études ont pu le prouver en comparant 1’intensité de la fluorescence du colorant dans
des organes différents aprés injection de VE purifiées a partir de divers types de cellules.?®!® 1l a

été également rapporté que des VE provenant de cellules cancéreuses auraient un tropisme pour la

tumeur en question en vue d’une livraison thérapeutique ciblée contre ce cancer.!%>! Tout comme,
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pour une livraison ayant pour cible le cerveau, il serait plus propice d’utiliser des VE de cellules

souches neurales, de cellules endothéliales, ou dérivant de cellules tumorales du cerveau. !

Les VE de cellules du glioblastome humain non modifiées (U-118 de type sauvage)
utilisées dans cette étude, montrent une absorption dans les organes, similaire a ce que démontrent
d’autres études, ' a savoir une accumulation préférentielle dans le foie, la rate, les poumons, les
reins et le systéme nerveux central (pour un ordre décroissant de ’intensité de VE marquées au
DiR détectée). Cette faible absorbance observée au niveau du cerveau et la moelle épiniére serait
peut-&tre moindre pour d’autres types cellulaires naifs. Cependant, la similarité de I’absorption du
DiR (avec PBS) par rapport aux VE remarquée dans ces 2 organes nous permet de suggérer que
les VE des cellules U-118 ne seraient pas les meilleures a étre utilisées pour une livraison de

molécules thérapeutiques au cerveau.
3.2.1.2 Injection de VE de cellules H2, une meilleure absorption au niveau du cerveau

La bio distribution des VE n’est pas seulement influencée par le type de cellules d’ou elles
proviennent, mais également par leurs compositions membranaires ou intra-vésiculaires. Celles-ci
peuvent étre modifiées directement, en agissant sur les exosomes, ou indirectement, en procédant
a des modifications de la cellule.?’ Toutes ces possibles manipulations n’ont pour but que
d’orienter de fagon plus précise les cibles a atteindre et de faciliter le passage des VE a travers des
membranes des plus protectrices de certains organes comme la BHE. Cette barricre, du fait de sa
constitution et sa sélectivité serrée, protége le cerveau des agressions nocives de la circulation
sanguine, mais, du méme coup, limite les possibilités de traitement de la plupart des affections qui
I’atteignent. Cela est di au fait que des molécules a charges thérapeutiques et méme certaines VE

ne parviennent pas a répondre a ses critéres de selection.!*®
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Dans ce contexte, différentes voies de pénétration ont été envisagées et utilisées en se
basant sur les procédures biochimiques mises en place par la membrane méme (BHE) pour
s’approvisionner en molécules nutritives provenant du flot sanguin circulant. L’une de ces voies
concerne la transcytose médiée par les récepteurs. En effet, les récepteurs membranaires des
cellules endothéliales liés a I’insuline et a la transferrine jouent un role de transporteurs pour le
passage de molécules nutritives vers le cerveau. Cette voie trés intéressante peut permettre aux VE
d’atteindre le cerveau si elles possédent des ligands (anticorps) correspondants pouvant étre

reconnus par I’une ou 1’autre de ces récepteurs.”®!6

Dans le cadre de notre étude, des cellules HEK293T ont été flanquées d’anticorps a
domaine unique, IGF1R5 (H2), IGFIR4 (H3) et FC5 (F5) pour une reconnaissance par les
récepteurs a I’insuline (H2, H3) et a la transferrine (F5) des cellules endothéliales de la BHE. Ce
qui a été testée aussi par certaines études.!¢”1% Nos données nous ont révélés qu’effectivement il
y a une augmentation de [’absorption des VE dans le cerveau et la moelle épiniére
comparativement aux VE des cellules HEK293T, tandis que cette situation serait inversée au
niveau des poumons et des reins. Par ailleurs, les VE des cellules F5 traitées avec la protéinase K
ont démontré une absorption moindre dans tous les organes, par rapport a celles qui n’ont pas été
traitées avec la protéinase K. Cela témoigne d’une part, de I’efficacité des anticorps pour une
meilleure absorption au parenchyme cérébral, d’autre part, cela nous laisse penser que les protéines
de surface des VE auraient un effet positif en ce qui concerne leur absorption dans les tissus y

compris le cerveau.
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Chapitre 4 : DISCUSSION

Cette étude s’inscrit dans le cadre de la recherche fondamentale qui représente un soutien
pour la recherche appliquée mais qui, cependant, est caractérisée par une certaine incertitude
concernant ce que 1’on va découvrir. Cette incertitude représente, certes, un handicap en ce qui a
trait a des programmations futures, puisqu’on se trouve dans I’impossibilité de programmer ce que
I’on ignore et on est obligé, de ce fait, de s’appuyer sur ce qui est déja parvenu a la connaissance
pour en découvrir d’autres.'?> Cependant, la recherche fondamentale, qui se base sur la curiosité
et la détermination d’aboutir & de nouvelles découvertes, a toute son importance et représente la
base pour des recherches menées sur les maladies existantes tant pour ce qui a trait a leurs
diagnostiques qu’a leurs traitements. C’est le cas, par exemple de beaucoup de traitements
rénovateurs qui existent ces jours-ci mais dont les recherches ont ét¢ mobilisées par la simple
curiosité des décennies plus tot, sans avoir en téte que les résultats auraient été servis a de nouvelles
découvertes trés prometteuses plus tard.'?® Cela nous permet de mettre en évidence 1’importance
de la recherche fondamentale méme quand la préoccupation d’une étude ne met I’emphase que sur
la compréhension d’un phénoméne biologique voire méme de juste essayer de répondre a une

question de recherche qui semble étre intéressante.

Les exosomes, découverts pour la premiere fois par Stahl et al. au cours des années 1980,
ont ¢té décrits comme €tant des vésicules secrétées par les réticulocytes lors de leur maturation.
Ce processus d’exocytose observé au microscope a valu le nom d’« exosomes » donné a ces
vésicules et a permis du coup d’émettre I’hypothese que ces derniéres sont des moyens utilisés par
la cellule pour se débarrasser soit de ses produits de métabolisme, de ce qu’elle peut avoir en

surplus, de ses organites défectueux ou de ses molécules inutiles ou nocives.'?”12® Au cours de ces
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2 dernieres décennies, les nombreuses recherches menées sur ces vésicules nanométriques ont
permis de découvrir non seulement la complexité de leur biogenese et de leurs fonctions mais
¢galement I’impact fonctionnel qu’elles peuvent avoir sur des cellules, contigiies ou distantes, dans
lesquelles ils sont internalisés. Cette potentialité d’influencer le comportement des cellules
receveuses en y délivrant leurs contenus, constitue la clé du role combien important que jouent les
exosomes dans la communication intercellulaire et a suscité des idées qui consistent a les convoiter
comme véhicules pour des molécules thérapeutiques utiles.'?” Ce role convoité pour les exosomes
implique tout aussi bien une affinité hautement spécifique afin de pouvoir délivrer les charges
thérapeutiques a des cellules cibles. Cette caractéristique a été également identifiée chez les
exosomes et leur a valu leur utilisation dans le diagnostic, le suivi et le pronostic de certaines
affections comme les pathologies cardiovasculaires, neurodegeneratives'*® et le cancer, en se
basant sur leurs biomarqueurs specifiques.!*’"!*> Mises a part ces potentialités, les exosomes
peuvent €tre bio-congus, ils sont d’'une grande biocompatibilité avec une excellente capacité de
charge utile ainsi qu’une faible immunogenicité.!**> Les exosomes sont donc devenus un tournant

révolutionnaire et trés prometteur dans le domaine de la recherche biomédicale.

Des études sur les VE connaissent une expansion rapide cette derniere décennie et leur
hétérogénéité est devenue une évidence, bien qu’il manque encore d’outils spécifiques pouvant
permettre de nettement les distinguer en fonction de leurs origines intracellulaires différentes et,
éventuellement, de leurs fonctions différentes.!**!3% Par conséquent, il y a un co-isolement des
exosomes avec les autres petites vésicules extracellulaires, des lipoprotéines et des complexes
protéiques, lors de 1’utilisation des procédures d’isolation actuellement disponibles. Par
conséquent, on parvient a des fonctionnalités et des marqueurs proté€iques non spécifiques a chaque

sous-type de VE et une confusion évidente dans la littérature. Cependant, les exosomes, formés a
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partir des MVB et libérés dans le milieu extracellulaire aprés la fusion de ces derniers avec la
membrane plasmique, sont classiquement définis en se basant sur leur taille, ainsi que sur leur
cargaison en protéines qui sont identiques a celles des vésicules intraluminales.>® Toutefois, le
défaut de matériels et de méthodes de purification juste des exosomes a partir du surnageant de
cellules, nous a obligé a faire usage des deux concepts, tantot d’exosomes, tantdt de « vésicules

extracellulaires (VE) », de fagcon plus générale, dans tout le texte.

De I’identification des exosomes, a leur utilisation comme outils de diagnostic et de
transport de biomolécules a charges thérapeutiques (encore a I’étude), beaucoup de recherches se
sont menées dans le but de mieux cerner la structure, le fonctionnement, les propriétés et toutes
les possibilités d’utilisation qu’offrent ces vésicules nanométriques. Ces études ont permis
¢galement de les catégoriser en différentes sous populations en fonction de leur taille, leur
morphologie, leur origine cellulaire, leur cargaison, leurs marqueurs protéiques, leurs fonctions
ainsi que leur bio distribution. Toutefois, il reste encore beaucoup de choses a découvrir sur ces
vésicules mystérieuses et des études se poursuivent encore. Dans cet ordre d’idée, notre étude s’est
portée sur 1’élucidation de certains comportements que des sous types de VE peuvent présenter
apres avoir modifié certains des genes qui sont impliqués dans leur biogenése. De méme, des
préférences de distribution dans les organes que certaines sous-populations de VE peuvent avoir
en fonction de leurs origines cellulaires et/ou des modifications moléculaires que I’on peut apporter

dans des cellules productrices, sont présentées.

D’une part, nos expérimentations nous ont révélé que la taille, le nombre, le contenu ainsi
que I’expression de certains marqueurs protéiques dits spécifiques des VE est différente quand on
procede a la modification de certains génes comme le TGS101 qui est impliqué dans le processus

de biogenese des exosomes comme faisant partie du complexe ESCRT. La déplétion provoquée de
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ce geéne en faisant usage de la méthode CRISPR régule a la baisse la production de VE de maniere
significative, tandis que la taille de ces vésicules a augmenté. De méme, 1’expression des
marqueurs protéiques CD63 et Syntenine-1 a été diminuée, tandis qu’elle serait sans effet sur
CD81 (protéine tétraspanique au méme titre que le CD63) et la Flotilline-2. Des micro-ARN
réputés pour étre abondant dans les VE, dont le miR-451 a drastiquement diminué alors que

d’autres (U6 et miR-16) sont restés intacts.

En nous référant a la littérature, le TSG101 a aussi pour fonction de trier les protéines
vacuolaires (VPS) qui feront partie de la membrane endosomale et cela détermine le destin des
MVB vers les lysosomes ou non.!8! Le TSG101 fait partie des génes dont le silence modifie, de
facon positive ou négative, la production et I’excrétion des VE.*!%° La déplétion du TSG101 de

149 et entraine des modifications morphologiques

son cOté régule plutot a la baisse cette secretion
de certains constituants des MVB entrainant ainsi une production de VIL ¢élargies d’ou la sécrétion
d’exosomes de plus grande taille.® En outre, les chercheurs Stuffers et al. ont eu également a faire
cette remarque en ce qui concerne la diminution de 1’expression du CD63 dans les VE dont I’action
du TSG101 a été inhibée par Iutilisation d’un siARN.? Par ailleurs, la Flotilline-2 - protéine
ubiquitaire et stable qui est impliquée dans les processus d’adhésion et de trafic cellulaires ainsi
que dans I’endocytose des cargaisons membranaires, le trafic endosomal, le tri et le recyclage de
molécules spécifiques pour la cargaison des endosomes!”?- n’a subi aucune modification en termes
d’expression dans les VE des cellules TSG101 Knock Out.?*> En ce qui concerne les micro-ARN,
il n’est pas encore révélé de rapport direct entre le TSG101 et ces petits ARN non codants.
Néanmoins, il a été rapporté que le complexe ESCRT joue un role majeur dans le chargement des

micro-ARN dans les VE!”! et que ce mécanisme de chargement, quoique non bien élucidée, est

sélectif selon Guduric-Fuchs et ses collégues.'” Par ailleurs, le miR-451 qui s’est avéré étre le
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micro-ARN avec le niveau d’expression le plus ¢élevé dans les VE, est non canonique
(indépendante de Dicer) et nécessite, a I’opposé des autres micro-ARN, la protéine Ago2 pour sa
maturation. De ce fait, la suppression de cette protéine réduit I’expression du miR-451 dans les
VE.!73174 Ceci nous améne a suggérer que le TSG101 joue donc un rdle, probablement de fagon
indirecte sur Ago2, et impacte 1’enrichissement des miR-451 dans les VE. A I’opposé, le KO du

TGS101 n’affecterait pas la voie Dicer.

En tenant compte de ces résultats, nous pouvons aussi avancer que, non seulement, toutes
les protéines, méme celles faisant partie d’une seule catégorie comme les tétraspanines, ne sont
pas affectées de maniere similaire, lors de la modification d’un géne. Ce qui suggere que des
molécules protéiques catégorisées ne sont peut-€tre pas de la méme origine intracellulaire ou ne
sont pas mobilisées dans les VE par un méme processus. Mais également, 1’absence d’un seul des
complexes de la machinerie ESCRT (TSG101-complexe ESCRT-I) parvient a influencer la
production des VE en termes de nombre, de taille et de cargaison nucléiques (micro-ARN) et
protéiques, bien que le silence de tout le complexe ESCRT (ou presque) n’aurait pas complétement

altérer la biogenése d’exosomes.'®

En outre, pour une voie indépendante de la machinerie ESCRT, la voie céramide a été
découverte et la suppression de I’expression de ce sphingolipide altere également la libération de
VE par certains types de cellules.”!>*® Le céramide intervient non seulement dans la sécrétion
d’exosomes mais interfere également dans les caractéristiques fonctionnelles de ceux-ci, ce qui
implique leurs constituants protéiques et/ou nucleiques.’® Il a été également rapporté que le
céramide joue tout aussi bien un role dans la différenciation de certains micro-ARN en utilisant la
voie FT-miR, alors que d’autres micro-ARN tel que le miR-34a influencerait plutot I’accumulation

du céramide dans les cellules.!”® Ainsi, nos expérimentations nous ont démontré que contrairement
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aux effets de la déplétion du TSG101, I’inhibition de I’enzyme SMase2 permettant d’aboutir a
I’absence du céramide dans les cellules HEK293T affecte négativement 1’expression des 2
protéines tétraspaniques utilisées dans cette ¢tude dont CD63 et CD81 ainsi que la Flotilline-2.
Ces 2 dernieres n’ont pas ét¢ modifiées par la déplétion du TSG101. Cependant, 1’expression de
la protéine TSG101 a été diminuée alors que celle-ci fait partie de la voie ESCRT. Aussi, le miR-
451 a-t-il été régulé a la baisse et les micro-ARN U6 et miR-16 non modifiés, comme c’était le cas
pour le silencage du TSG101. Ces résultats presque similaires obtenus a partir de la modification
de 2 molécules révélées comme impliquées de fagon séparée dans les 2 voies de biogenese des
exosomes, nous font suggérer qu’en fait ces 2 voies pourraient se comporter de la méme facon en
ce qui a trait a la production et le chargement de la cargaison exosomale et que 1’une parvient juste
a suppléer I’autre. En d’autres termes, 1’absence de 1’une incite le relai de 1’autre, mais qu’elles
agiraient sur les mémes voies pour un méme type de VE. Cependant, la diminution de 1I’expression
du TSG101 dans les VE avec céramide non exprimé nous fait penser a la possibilité que ces 2
voies interférent également entre elles. En fait, la biologie fonctionnelle de la voie indépendante
de ESCRT pourrait étre, de préférence, complémentaire a la biogenése dépendante de cette
machinerie. Reste a savoir comment serait I’expression du SMase 2 dans les VE dans lesquelles le

TSG101 n’est pas exprimée.

D’autre part, les exosomes s’accumulent dans des organes non ciblés ¢galement apres
injection, de ce fait, ’analyse de la bio distribution est essentielle pour une thérapie a base de VE.
11 a été prouvé que la distribution in vivo des VE est influencée, entre autres, par la source cellulaire
de ces vésicules ainsi que par la nature de leurs cargaisons, intraluminales ou membranaires, qui
peuvent étre influencées par des modifications géniques, chimiques ou enzymatiques apportées au

niveau cellulaire ou directement sur les exosomes.?!®* Ces manipulations de différentes sortes
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pouvant étre effectuées sur les cellules et/ou les exosomes ont pour but de faciliter I’atteinte
spécifique d’une cible a partir d’injection de VE. Cette approche est surtout trés intéressante quand
on tient compte de la difficulté que présente certaines barriéres biologiques a étre traverser méme
par ces bio-vésicules, comme le cerveau.! Comme c’était déja fait dans d’autres travaux de
recherches, °%167:198 13 voie d’endocytose médiée par les récepteurs (notamment les récepteurs liés
a I’insuline et a la transferrine) endothéliaux des capillaires formant la BHE a ¢été utilisée. Cette
approche a été justifiée en considérant le coefficient de perméabilité x surface (PS) de différents
récepteurs de la BHE tels que : Insuline, Transferrine, IgG, Albumine et Facteur de croissance
nerveuse, dans une étude réalisée par Poduslo et al. Leurs expériences ont démontré que les valeurs
PS pour IgG et albumine étaient faibles dans différentes régions du cerveau alors que celles pour
la transferrine et I’insuline y étaient trés élevées particulieérement au niveau du tronc cérébral. En
se basant sur ces valeurs PS fiables, ils ont alors conclu que ces récepteurs, en particulier I’insuline,

peuvent servir de cibles spécifiques pour I’administration de médicament au niveau du SNC. '8¢

A la suite de ces avancées, d’autres études se sont menées en apportant certaines
modifications aux cellules qui vont parvenir a secréter des VE ayant des anticorps membranaires
dirigés contre les récepteurs endothéliaux liés a I’insuline et & la transferrine, afin de pouvoir
comparer ’absorption de ces VE par le tissu cérébral par rapport a celle des VE naives. 6157168
Dans notre étude, les résultats obtenus révélant, dans un premier temps, une nette réduction de
I’absorption des VE des cellules U118 de type sauvage dans le tissu cérébral comparativement aux
autres organes, et, dans un second temps, une augmentation de cette absorption dans le cerveau
avec l’utilisation des VE purifiées des cellules qui ont été flanquées de I'IGFIRS (H2) en

particulier, nous amene a nous pencher sur la conclusion que I’utilisation de la voie médiée par les

récepteurs pour une absorption significative de VE par le parenchyme cérébral est efficace.
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Considérant les limites auxquelles fait face la médecine pour le traitement de nombreuses maladies
affectant le cerveau notamment les pathologies neurodégénératives, cette voie non invasive

pourrait €tre un moyen efficient permettant de faire face a ce défi.

4.1 Limitations et directions futures
Limitations et moyens possibles de les adresser

D’autres marqueurs protéiques, comme le CD9, faisant partie des 3 protéines tétraspa-
niques les plus couramment utilisés, a coté de CD63 et CD81, pourraient étre utilisés pour une
meilleure comparaison de cette classe de protéines.

Une autre limite que présente cette étude concerne la non-évaluation du SMPD3 dans les
VE TSG101 Knock out. Il serait aussi bien de savoir comment s’exprime le céramide dans les VE
TSG101 Knock Out.

Le protéome des VE permettrait de déterminer de maniere plus globale 1’expression pro-
téique de ces VE modifiées.

Directions futures

Cette étude nous a suscité des questionnements qu’il est possible d’élucider plus loin. Il

pourra s’agir de porter la curiosité sur les potentielles orientations suivantes :

o FEtant donné qu’il est décrit dans la littérature que I’éradication de tous les
complexes de la machinerie ESCRT dans les cellules ne tarit pas la sécrétion de
VE, il serait intéressant d’amener au silence toutes les voies possibles de biogenése
de VE actuellement connues (voies dépendantes et voies indépendantes de ESCRT)

en un seul temps, et de voir s’il y aurait ou non la présence de VE dans le surnageant
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de ces cellules. Les résultats qui suivraient pourraient susciter de nouveaux

questionnements sur les exosomes.

On a vu a travers une étude que le complexe ESCRT joue un role dans la
modification de certains composants de la cargaison exosomale et que son
inhibition entrainerait la sécrétion de VIL élargies. Il reste donc a savoir comment
le TSG101 est impliqué dans la modification morphologique des VE excrétées. Ce
qui peut étre regardé aussi pour le céramide étant donné que cette méme remarque

a été faite dans notre étude.

Il serait également judicieux de chercher a savoir comment les deux voies de
biogenese interférent entre elles. Cela pourrait fournir des informations

supplémentaires sur le processus de formation de ces nano vésicules.

Un autre point tres intéressant serait de savoir si ces VE modifiées seraient capables
d’étre chargées de micro-ARN ou de siARN et de les délivrer efficacement a des
cellules cibles. Cette connaissance pourra étre utile pour plusieurs raisons. D’abord,
la livraison d’ARN par les exosomes est un de leurs potentiels les plus étudiés, de
ce fait, ces trouvailles pourront étre trés utiles dans ce domaine. Deuxiémement,
plusieurs laboratoires de recherche et compagnies (comme Codiak, Evox,
ReNeuron) essaient de développer des traitements pour les patients en utilisant des
exosomes pour délivrer des composantes thérapeutiques comme les ARN. Donc
trouver un sous-type d’exosomes qui a cette capacité aidera ces efforts, en

permettant, par exemple, la purification d’exosomes efficaces.
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Chapitre 5 : CONCLUSION

L’un des plus grands défis de la recherche biomédicale depuis toujours consiste en la
complexité de la cellule et de ses composantes. On ne parvient toujours pas a tout cerner, a tout
expliquer ni a toujours tirer des conclusions définitives. De ce fait, les révélations des uns suscitent
des questions et la curiosité des autres, et on parvient toujours a découvrir quelque chose de
nouveau que ce soit du point de vue physiologique de la cellule ou pathologique. Ainsi, des
molécules ou organites qui s’étaient révélés d’avoir de simple fonction autrefois, s’averent étre
plus complexes et jouent des rdles de plus grande envergure avec des recherches subséquentes.
Les pathologies de leur part sont multifactorielles. Ce qui, d’une part, complique parfois la
compréhension de leurs physiopathologies et une manicre siire de les traiter, cependant d’autre
part, cette caractéristique multifactorielle de certaines pathologies peut offrir plusieurs voies

possibles d’approches thérapeutiques.

La découverte des VE permet, au fil des temps, de pallier une large portion de la complexité
de diverses pathologies existantes et constitue, on dirait, un point culminant pour le domaine de la
recherche biomédicale. Du fait de leurs propriétés permettant de faire des diagnostics, de suivre
I’évolution de diverses maladies et d’établir un pronostic, ainsi que de délivrer des charges
moléculaires thérapeutiques, les VE suscitent de plus en plus d’intérét de recherches et la curiosité
a trouver beaucoup plus de moyens pour leurs possibles implications dans les approches
théranostiques. Ces dernieres exigent donc des connaissances plus approfondies sur des sous-
populations de VE en ce qui a trait a leurs comportements différents, leurs cargaisons diversifiées
et leur affinité de distribution différentes en fonction de I’état physiopathologique et/ou des

modifications possibles. Ce sont des aspects des VE - allant du r6le d’exporteur de déchets, passant
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par la communication intercellulaire qu’elles assurent, a leurs implications dans la propagation de
maladies ainsi que dans le diagnostic, le suivi et le traitement - que nous avons vus étre €¢lucidés

au fur et a mesure, bien qu’il en reste encore beaucoup a découvrir.

Cette these démontre avec succes que des sous-populations de VE, avec des modifications
quantitatives et qualitatives, peuvent étre secrétées par un méme type de cellules et que le TSG101
et le céramide jouent un réle prépondérant dans la production de VE suffisantes et de morphologie
normale. Nos conclusions soutiennent aussi 1’idée que les voies de biogenese des exosomes
(dépendantes et indépendantes de ESCRT) ne sont pas tout a fait indépendantes et que 1’une peut
affecter I’expression de I’autre comme on a pu le démontrer avec la diminution de I’expression du
TSG101 dans les VE des cellules a céramide non exprimé. Ces travaux de recherche ont pu aussi
démontrer que des VE modifiées avec des anticorps pour atteindre une cible spécifique comme le
cerveau y parviennent de maniere signification grace aux récepteurs liés a I’insuline présents dans

I’endothélium des capillaires formant la BHE.
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