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Résumé 

Le cancer est aujourd’hui une maladie qui fait malheureusement partie de notre quotidien, et bien 

qu’il soit de mieux en mieux traité, de plus en plus de gens en sont atteints. La recherche s’oriente sur 

deux pans : la thérapie et le diagnostic. Les nouvelles thérapies présentent des résultats spectaculaires 

jamais atteints à ce jour, mais l’amélioration du diagnostic peut aussi sauver des vies. Il est établi que 

plus un cancer est diagnostiqué tôt, plus le patient a de chances de guérir. Idem pour le suivi de la 

maladie. Dans ce contexte de précision et de précocité, la biopsie liquide émerge et possède un avenir 

très prometteur. Elle consiste en l’étude d’analytes présents dans les fluides corporels, 

particulièrement la circulation sanguine. On y retrouve principalement, mais pas exclusivement, l’ADN 

tumoral circulant, les cellules tumorales circulantes (CTCs) et les exosomes.  

Ce manuscrit a pour objectif de replacer mon travail de recherche, qui porte sur les exosomes, dans le 

contexte de la biopsie liquide, afin de laisser libre court aux comparaisons et à la compréhension de 

leur potentiel diagnostic. Les exosomes sont des nanovésicules libérées par les cellules dans le sang. 

Elles contiennent du matériel génétique, des lipides et des protéines. Une étape clé pour leur 

utilisation en tant que biomarqueur est de différencier les exosomes dérivés de tumeur de ceux dérivés 

d’autres cellules de l’organisme. 

La protéine de stress Heat shock protein-70 (HSP70) a été décrite comme étant surexprimée dans les 

cellules cancéreuses et associée à un mauvais pronostic. Nous avons précédemment démontré que 

seuls les exosomes dérivés de cellules cancéreuses portaient HSP70 à la membrane. Dans ce travail, 

nous avons ouvert une étude clinique pilote prospective incluant des patients atteints d’un cancer du 

sein et du poumon afin de déterminer s’il était possible de détecter et quantifier les HSP70-exosomes 

dans le sang de patients atteints de tumeurs solides malignes. 

Nous avons montré que le taux de HSP70 dans les exosomes, contrairement à la forme soluble, reflétait 

le contenu en HSP70 dans la biopsie tumorale. Le taux de HSP70-exosomes circulants est augmenté 

chez les patients atteints d’un cancer à un stade métastatique comparé aux non-métastatique et aux 

donneurs sains. Nous avons ensuite démontré que les niveaux de HSP70-exosomes étaient corrélés au 

statut de la maladie, et étaient potentiellement de meilleurs marqueurs que les CTCs. Enfin, nous avons 

indiqué que le taux de HSP70-exosomes étaient inversement corrélés à la réponse au traitement, et, 

par conséquent, que le suivi du taux de HSP70 dans les exosomes pourrait être utile dans la prédiction 

de la réponse au traitement. 
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1. Epidémiologie des cancers : 

Dans le monde, en 2018, on estime à 18,1 millions le nombre de nouveaux cas et 9,6 millions le nombre 

de décès par cancer (Figure 1)1. En France métropolitaine, on estime à 382 000 le nombre de nouveaux 

cas de cancer (204 600 hommes et 177 400 femmes) avec un âge médian au diagnostic de 68 ans chez 

l'homme et de 67 ans chez la femme. Le nombre de décès par cancer est quant à lui estimé à 157 400, 

parmi lesquels 89 600 hommes et 67 800 femmes, en légère hausse par rapport à 2017 (84 041 

hommes et 66 000 femmes), avec un âge médian au décès de 73 ans chez l'homme et de 77 ans chez 

la femme2,3. 

Chez l'homme, le cancer de la prostate reste de loin le plus fréquent (50 430 nouveaux cas estimés en 

2015), devant le cancer du poumon (31 231 cas estimés en 2018) et le cancer colorectal (23 216 cas 

estimés en 2018). Le cancer le plus meurtrier est le cancer du poumon avec 22 761 décès en 2018, 

devant le cancer colorectal (9 209 décès) et le cancer de la prostate (8 115 décès)2,3. 

Chez la femme, le cancer du sein se situe au premier rang avec 58 459 cas estimés en 2018, devant le 

cancer colorectal (20 120 cas) et le cancer du poumon (15 132 cas). Le cancer du sein est la première 

cause de décès par cancer (12 146 décès), devant le cancer du poumon (10 356 décès) et le cancer 

colorectal (7 908 décès)2,3. 

Il est désormais acquis que plus un cancer est diagnostiqué à un stade précoce, plus les chances de 

guérison sont importantes. Certains cancers peuvent être repérés par des tests simples permettant 

d’identifier dans une population les sujets qui ont un cancer mais n’en présentent pas les symptômes. 

En France des programmes nationaux de dépistage ont été mis en place pour trois cancers : sein (2004), 

colorectal (2008-2009) et col de l’utérus (2018-2019). Ainsi, toutes les femmes de 50 à 74 ans ne 

présentant aucun symptôme sont invitées à réaliser tous les deux ans une mammographie de 

dépistage, et pour les hommes et femmes du même profil, un test de recherche de sang occulte dans 

les selles. Pour le cancer du col de l’utérus il est recommandé de réaliser un dépistage tous les trois 

ans chez les femmes de 25 à 65 ans y compris chez les femmes vaccinées contre différents 

papillomavirus humains (HPV) car la vaccination ne protège pas contre tous les HPV liés au cancer du 

col de l’utérus. 

Néanmoins, le dépistage ne constitue pas un diagnostic, le seul moyen étant l’analyse sur des 

prélèvements tissulaires : une biopsie. 
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2. Diagnostic : 

2.1. La biopsie tumorale : 

A ce jour, la technique de référence utilisée pour le diagnostic des cancers reste la biopsie tumorale, 

malgré l’apparition d’alternatives à fort potentiel. En effet, l’analyse anatomo-pathologique permet de 

préciser le stade de la maladie, son type histologique, et définit certaines caractéristiques biologiques, 

le tout permettant d‘adopter le régime thérapeutique approprié ou encore de fournir des estimations 

pronostiques. L’apparition de technologies de pointe a permis de révéler les caractéristiques 

moléculaires des tumeurs et d’évoluer vers une médecine de précision, toujours plus personnalisée. 

Les traitements actuels consistent ainsi de plus en plus en des thérapies ciblant des altérations 

biologiques propres au cancer telles que la surexpression ou la mutation d’une protéine, l’amplification 

ou la mutation de gènes spécifiques ou encore sur la modulation du système immunitaire et du 

microenvironnement tumoral4. Ces altérations peuvent alors être identifiées par l’intermédiaire 

d’analyses anatomo-pathologiques ou de séquençage nouvelle génération (NGS) à partir du matériel 

issu de la biopsie tumorale. 

Cependant, et bien que la biopsie tumorale soit toujours la technique privilégiée pour un diagnostic, 

elle présente plusieurs inconvénients : 

 Le premier provient du fait que c’est un acte chirurgical invasif pour le patient, qui en plus n’est 

pas toujours réalisable. En effet, certaines tumeurs peuvent être localisées dans des endroits 

difficilement accessibles. De plus, le risque est parfois trop important lorsque l’acte doit être 

Figure 1 : Incidence et mortalité des 10 cancers les plus fréquents dans le monde, en 2018. Lung = poumon, Breast = sein, 
Colorectum = colorectal, Prostate = prostate, Stomach = estomac, Liver = foie, Eosphagus = œsophage, Cervix uteri = utérus, 
Thyroid = thyroïde, Bladder = vessie, Leukaemia = leucémie, Pancreas = pancréas, other = autre. D’après Bray et al, CA cancer 
J Clin, 2018.  
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réalisé à proximité d’un vaisseau sanguin majeur ou lorsque le patient possède d’autres 

comorbidités. 

 Le deuxième réside dans l’hétérogénéité tumorale. La tumeur est ainsi composée de différents 

clones exprimant certaines protéines ou certaines mutations dans des endroits différents. Ce 

processus est dynamique et peut évoluer au cours de la croissance de la tumeur avec la 

dominance de certains clones dans certaines régions. De plus, chaque patient possède une 

hétérogénéité tumorale propre, y compris ceux porteurs d’une tumeur de même nature. Les 

métastases peuvent également présenter un profil génétique différent de celui de la tumeur 

primitive. Enfin, le stress thérapeutique, et plus particulièrement les thérapies ciblées, 

entraine une pression de sélection clonale qui modifient le paysage génétique de la tumeur5–9 

(Figure 2). Par conséquent, l’étude des caractéristiques de la tumeur via la biopsie ne reflète 

pas toute l’hétérogénéité tumorale, voire du corps entier s’il y a des métastases, et peut donc 

fausser la prise de décision thérapeutique. 

Figure 2 : Hétérogénéité tumorale et évolution clonale. Puisque les tumeurs cancéreuses présentent des 
variations au sein des cellules qui la constituent, certains types de clones peuvent dominer un site spécifique de la 
tumeur (dominance of clone) ou être retrouvé de façon relativement équitable (mixed dominance). L’évolution 
clonale a lieu au cours de la progression tumorale (tumor development) ou à la suite de traitements spécifiques 
(treatment). Intratumoral heterogeneity = hétérogénéité intratumorale, heterogeneous tumor = tumeur 
hétérogène, cancer patient = patient cancéreux, clonal evolution = évolution clonale. D’après Oliveira et al, 
Molecular cancer research, 2020. 
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 La troisième raison est sous-jacente aux deux premières : elle ne permet pas d’étudier la 

dynamique de la tumeur au cours de la ligne de traitement. 

 

Ainsi, ces dernières années, la médecine de précision et notamment la recherche en cancérologie s’est 

focalisée sur la biopsie liquide puisqu’elle permet des prélèvements répétés de façon peu invasive. Elle 

offre également la possibilité d’une détection précoce contrairement à la biopsie tumorale5–7. 

2.2. La biopsie liquide : 

Le terme « biopsie liquide » a été utilisé pour la 1e fois en 2010 par Klaus Pantel et Catherine Alix-

Panabières, pontes en la matière, pour décrire une méthode basée sur une prise de sang et capable 

de fournir les mêmes informations que la biopsie tumorale8. Il se réfère au prélèvement et à l’analyse 

de tous les fluides biologiques corporels, principalement le sang, mais aussi l’urine, le liquide cérébro-

spinal, la salive ou encore les effusions pleurales9,10. Le sang périphérique constitue la principale source 

d’analytes pour la biopsie liquide. Il contient notamment des cellules tumorales circulantes (CTCs), de 

l’ADN circulant libre (ADN cell-free, ADNcf) ou tumoral circulant (ADNtc), de l’ARN circulant libre (ARN 

cell-free, ARNcf), principalement des petits ARNs non codants mais aussi de l’ARN messager, des 

vésicules extracellulaires, majoritairement des exosomes, mais aussi des protéines et de nombreux 

métabolites5,6,9–13. Ainsi, ensemble, ces analytes ont le potentiel de refléter les caractéristiques de la 

tumeur, habituellement fournies par la biopsie tumorale. Par exemple, les données sur les altérations 

génomiques peuvent être fournies par les CTCs ou l’ADNtc, tandis que d’autres analytes circulants 

fournissent des informations sur la transcriptomique14, l’épigénomique15, la protéomique16 ou encore 

la métabolomique17 des tumeurs (Figure 3). 

Ainsi, la biopsie liquide, au travers de ses composants, émerge comme un outil prometteur pour la 

médecine de précision grâce à sa capacité à refléter de façon globale l’hétérogénéité tumorale. 
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3. L’ADN tumoral circulant : 

3.1. Généralités : 

On appelle ADN tumoral circulant (ADNtc), l’ADN dérivé de tumeur primaires ou métastatiques qui se 

retrouve dans les fluides biologiques et notamment la circulation sanguine. Il provient des cellules 

tumorales apoptotiques18,19 et nécrotiques20 mais également de la sécrétion de cellules intactes sous 

forme libre21 ou associées à des vésicules extracellulaires22,23 (Figure 4). L’ADNtc se distingue de l’ADN 

dit « cell-free » (ADNcf) qui, lui, correspond à l’ADN libéré dans le milieu extracellulaire mais qui ne 

provient pas de cellules tumorales. Il provient des cellules non malignes qui meurent, mais aussi des 

tissus sains affectés par certaines thérapies chez les patients atteints de cancer telles que la 

chimiothérapie ou la radiothérapie, ce qui a pour effet de diluer l’ADNtc. Il est caractérisé par des 

altérations tumorales telles que des mutations ponctuelles, des réarrangements chromosomaux, des 

« copy-number variation » (CNV), et une méthylation propre24–26 (Figure 4).  

De façon intéressante, l’ADNtc possède une faible demi-vie dans la circulation sanguine, environs 2h, 

ce qui permet de suivre en temps réel la dynamique de la tumeur tout au long du traitement24. 

L’avancée des technologies de pointe a permis de montrer que l’ADNtc reflète le génome tumoral 

puisque l’ADN libéré provient de différentes régions de la tumeur27–29 ou des foyers tumoraux30. En 

Figure 3 : Principe de la biopsie liquide. 1) Des cellules sont capables de se détacher de la tumeur primitive ou des 
lésions métastatiques (primary tumour or metastatic lesion) et d’entrer dans la circulation sanguine (bloodstream) : les 
cellules tumorales circulantes (CTC). 2) les exosomes sont libérés par les cellules tumorales et saines. 3) Les cellules 
apoptotiques ou nécrotiques (apoptotic or necrotic cell) libèrent de l’ADNtc (ctDNA) dans la circulation sanguine. Les 
CTCs sont ensuite capables de contribuer au pool d’exosomes (4) et d’ADNtc (5). Des prises de sang (blood sample) 
répétées peuvent être réalisées pour stratifier les patients, évaluer l’efficacité thérapeutique, identifier des cibles 
thérapeutiques, et détecter l’émergence de mécanismes de résistance du cancer. Personalized treatment = traitement 
personnalisé. D’après Alix-Panabières et al, Nature Biomedical Engineering, 2017.  
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effet, des études ont révélé la présence de mutations dans le sang qui n’étaient pas présentes dans les 

tissus correspondants mettant ainsi en lumière l’hétérogénéité tumorale31 ainsi que la détection de 

mutations sous-clonales32–35. Elles ont aussi révélé la présence de sous-types moléculaires spécifiques 

avec des signatures génomiques distinctes36,37. La découverte de ces nouvelles données a donc très 

vite suggéré leur utilisation potentielle en tant que biomarqueur ; il s’en est suivi une explosion des 

études démontrant un fort intérêt dans le diagnostic, le pronostic et le suivi de la réponse au 

traitement des patients atteints de tumeurs solides11,24,38. L’analyse de l’ADNtc est aujourd’hui 

fréquemment utilisée en clinique puisqu’il constitue une alternative sérieuse à la biopsie tissulaire, en 

particulier dans les cas où cette dernière est impossible à réaliser, ou lorsque le risque est trop 

important. Il permet également un suivi constant, presque en temps réel de la réponse au traitement, 

ce qui est impossible avec une biopsie classique. 

 

3.2. Détection de l’ADNtc : 

L’ADNtc est présent à faible concentration dans la circulation et se retrouve noyé dans l’ADNcf. La 

capacité de détection des mutations est ainsi directement corrélée à la charge tumorale ; plus la 

tumeur est grosse, plus le taux d’ADNtc libéré dans la circulation sanguine est important39. Il y a 

néanmoins une variabilité inter-individuelle puisqu’il existe des patients avec un stade avancé et peu 

d’ADNtc dans le sang, y compris des patients atteints d’une même tumeur33,40,40. Il est donc nécessaire 

d’avoir des technologies suffisamment sensibles et spécifiques pour détecter des mutants pouvant 

être présent à une fréquence de 0,01%25,39 (Figure 5).  

Figure 4 : Origine et types d'altérations de l'ADNtc. Les cellules libèrent de l’ADN qui provient d’une combinaison de sécrétion 
(secretion), d’apoptose (apoptosis) et de nécrose (necrosis). Dans la circulation sanguine, l’ADNtc circulant peut être libre ou 
dans les exosomes (exosomal DNA). On retrouve différents types d’altérations génétiques : des mutations ponctuelles (point 
mutations), des variations du nombre de copies (copy number alterations), des réarrangements (rearragements), ou encore 
des méthylations particulières (methylation changes). D’après Wan et al, Nature reviews cancer, 2017. 
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Il existe aujourd’hui une multitude de technologies de pointe qui font preuve d’une innovation 

constante afin d’en améliorer la sensibilité et la spécificité ; elles reposent soit sur le principe de la PCR 

(Polymerase Chain Reaction), ou du NGS (Next Generation Sequencing)11,25,41. Pour la détection de 

mutations ponctuelles, des techniques spécifiques de l’analyse de mutations basée sur la PCR ont été 

développées telles que le BEAMing (beads, emulsion, amplification, and magnetics)42 ou la ddPCR 

(droplet digital PCR)43. Elles sont capables d’identifier et quantifier avec une grande précision les 

altérations génétiques circulantes, mais ne permettent pas ou peu l’analyse de plusieurs cibles en 

parallèle. Des techniques de NGS ont également été adaptées à l’analyse de l’ADNtc, en passant du 

séquençage du génome entier ou de l’exome44, au séquençage ciblé45 sur un panel de gènes plus 

restreint46,47. Néanmoins, bien que ces techniques de séquençage permettent une analyse 

multiplexée, elles sont moins sensibles et moins spécifiques que les techniques basées sur la PCR, du 

fait du taux d’erreur de l’ADN polymérase et du séquençage. Ainsi, afin de contourner ces 

inconvénients, des approches nouvelles ont intégré des méthodes de séquençage ultrasensibles, des 

code-barres moléculaires ou encore des algorithmes de suppression d’erreurs afin d’en améliorer la 

limite de détection35,48,49. Il existe donc aujourd’hui une grande variété de techniques permettant 

d’analyser très précisément les altérations génétiques circulantes, chacune ayant des caractéristiques 

différentes au niveau de la sensibilité de la spécificité et du multiplexage. Il est donc nécessaire 

d’adapter le choix de l’analyse à réaliser en fonction de la nature de l’altération, de sa fréquence dans 

la circulation et de l’information que l’on souhaite en tirer (Figure 5). 

 

Figure 5 : Analyse de l'ADNtc. Une fois extrait du plasma, l’ADNtc est analysé pour détection des altérations associées 
au cancer. Les différentes méthodes de détection ont chacune une limite de sensibilité (limit of detection), qui régit son 
utilité clinique (clinical relevance). Molecular techniques = techniques moléculaires, diagnosis = diagnostic, monitoring 
= suivi, tumor burden = volume tumoral, metastatic disease = maladie métastatique. D’après Oliveira et al, Molecular 
cancer research, 2020.  
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3.3. Intérêt clinique de l’ADNtc : 

3.3.1. Diagnostic et profilage moléculaire : 

La connaissance précise de l’hétérogénéité tumorale est aujourd’hui fondamentale dans la médecine 

oncologique puisqu’elle permet notamment de sélectionner les thérapies à administrer aux patients. 

La potentielle utilisation de la biopsie liquide afin de réaliser le profilage moléculaire de la tumeur de 

façon peu invasive à fait de l’ADNtc un outil attractif.  

Une grande majorité des études réalisées sur des cohortes importantes montrent une grande 

concordance entre la tumeur et le plasma (80 à 90%)44,50–52. Ainsi, plusieurs équipes se sont intéressées 

à la pertinence de l’analyse de l’ADNtc dans la détection précoce des cancers. Les résultats sont 

encourageants pour les tumeurs avancées mais moins pour les cancers primaires, notamment parce 

que l’ADNtc y est extrêmement rare et que l’on atteint la limite de détection des technologies 

d’analyse29,33.  

Malgré ces données encourageantes, la biopsie tumorale reste à ce jour l’option majoritaire pour 

plusieurs raisons ; la première réside dans le fait qu’elle permet une analyse histologique et d’autres 

marqueurs, en particulier protéiques, très utiles pour le diagnostic, la stratification des patients ainsi 

que la prise de décision thérapeutique. Ensuite, plusieurs études ont démontré que certains patients 

ne possédaient pas suffisamment d’ADNtc en dépit de la nature de la tumeur et du stade de la 

maladie33,52.  

Néanmoins, l’analyse de l’ADNtc peut être une alternative pertinente lorsque que la biopsie tumorale 

n’est pas possible ou trop dangereuse à réaliser, c’est pourquoi elle est de plus en plus utilisée en 

clinique pour la sélection des traitements de ces patients51,53. D’un point de vue du suivi, la possibilité 

de suivre en temps réel l’évolution de la tumeur via des prélèvements réguliers au cours de la ligne de 

traitement permet, par exemple, de détecter l’apparition d’altérations génétiques responsables de la 

résistance aux thérapies (Figure 6)54–60. Le meilleur exemple d’utilisation de l’analyse de l’ADNtc en 

clinique concerne la détection de l’apparition de la mutation EGFR-T790M chez les patients atteints 

d’un cancer du poumon non à petites cellules EGFR muté, traités par des anti-EGFR. Des études clés 

ont démontré une très grande concordance dans la détection de la mutation T790M circulante et dans 

la tumeur, qui répondent à l’osimertinib, un inhibiteur de EGFR de troisième génération61,62. Ainsi, le 

« cobas EGFR Mutation Test » a été approuvé par la FDA en tant que test diagnostic de complément 

pour le choix des thérapies EGFR63. 
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3.3.2. Suivi du cancer : 

3.3.2.1.  Suivi de la réponse au traitement : 

De nombreuses études ont montré la corrélation entre le volume tumoral et le taux d’ADNtc, qui chute 

après un traitement tel qu’une chirurgie ou une thérapie à base de drogues suggérant ainsi la 

potentielle utilisation en tant que biomarqueur24,42,45,57. Le gros avantage de l’ADNtc est son court 

temps de demi-vie, approximativement 2h, qui permet une analyse en temps réel de la tumeur 

comparativement aux marqueurs tumoraux classiques, qui ont une demi-vie de plusieurs jours à 

plusieurs heures, et à l’imagerie médicale. En effet, des études ont montré une pauvre sensibilité et 

spécificité des marqueurs tumoraux comparé à l’ADNtc57,64, qui, lui, permet de détecter une 

progression tumorale de façon plus précoce que la radiographie32,57–59.  

3.3.2.2.  Détection de la résistance au traitement et de l’hétérogénéité tumorale : 

La résistance au traitement se définit par une inefficacité de la thérapie. Celle-ci peut être « primaire » 

lorsque le patient, d’emblée, ne répond pas au traitement, ou « secondaire » lorsque le patient répond 

dans un premier temps jusqu’à ce que la drogue devienne inefficace à un moment donné de la ligne 

de traitement. Ceci s’explique par la création de nouvelles mutations induites par les drogues dans 

certains clones qui prolifèrent et qui permettent à la tumeur de croître via d’autres voies de 

signalisations54,56,59,60,65. Sachant qu’il existe une grande hétérogénéité au sein de la tumeur chez un 

même individu, y compris dans les sites métastatiques, la biopsie solide, qui ne permet d’analyser 

qu’une partie de la tumeur primitive, peut potentiellement fausser le diagnostic. De plus, on sait 

dorénavant que l’ADNtc reflète complètement l’hétérogénéité tumorale du corps entier54,56,66. Ces 

données permettent donc aux cliniciens de déterminer avec précision le moment à partir duquel le 

patient devient réfractaire à la thérapie, mais aussi le type de thérapie à adopter pour contrer cette 

résistance secondaire (Figure 6). Une étude menée sur des patients atteints d’un cancer colorectal et 

traités aux anti-EGFR a par exemple détecté pas moins de 13 mutations de résistance différentes via 

l’ADNtc, avec moins d’un dixième des patients seulement présentant une seule mutation de 

résistance52. 

Ainsi, en plus de la détection de l’émergence de la résistance au traitement, l’ADNtc peut être utilisé 

pour son suivi. Un exemple marquant est celui discuté précédemment de la mutation EGFRT790M 

dans le cancer du poumon non à petites cellules61,62,65. D’autres études sur le cancer colorectal ont 

démontré que l’apparition de mutations du gène KRAS, KRASG12R et KRASG13D notamment, 

engendraient une résistance aux anti-EGFR32,58,59. L’arrêt de ce type de traitement entraine quant à lui 

une chute du taux de mutations du gène RAS circulant, ce qui suggère au clinicien la possibilité de 

réintroduire les anti-EGFR dans la ligne de traitement32. Des recherches similaires ont été menées dans 

différents cancers tels que le cancer du sein47 ou encore le cancer de la prostate67,68.  
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Ces études indiquent donc que l’évolution clonale durant les thérapies peut être suivie via l’analyse de 

l’ADNtc. 

3.3.2.3. Détection du risque de rechute : 

L’ADNtc concentre aussi de nombreux espoirs dans la détection précoce du risque de rechute. Le 

traitement initial pour une majorité de tumeurs est la chirurgie, qui est suivie ou non d’une thérapie 

adjuvante afin d’éliminer les éventuelles cellules cancéreuses restantes et donc de diminuer le risque 

de rechute. Néanmoins, il est difficile pour les cliniciens de discriminer les patients avec un grand risque 

de rechute.  

Ainsi, dans certains cas bien particuliers comme le cancer colorectal de stade II, les patients avec un 

faible risque clinique ne se voient pas tous administrer une thérapie adjuvante alors que 15% environ 

rechuterons24. Une étude menée par Diehl et ses collègues a montré que la détection d’ADNtc chez les 

patients atteints d’un cancer colorectal quelques semaines après une chirurgie rechutaient dans les 

1an69. Une autre étude également réalisée dans ce même cancer a montré que de grandes 

concentrations d’ADNtc, et notamment des mutants KRAS, étaient un indicateur précis du risque de 

rechute70. Des résultats similaires ont été publiés dans le cancer du sein71,72, du poumon73 et du 

pancréas74 soulignant ainsi toute l’importance que pourrait avoir l’ADNtc dans le suivi du cancer (Figure 

7). Des études cliniques sont actuellement en cours pour démontrer sa valeur clinique. 

 

L’analyse de l’ADNtc a donc connu un bond en avant conséquent ces dernières années, et ce de 

manière extrêmement rapide au vu des applications cliniques potentielles extrêmement 

prometteuses. Il faut néanmoins un consensus méthodologique afin de l’introduire complètement en 

clinique. Bien qu’elle soit déjà utilisée pour certaines applications, l’analyse de l’ADNtc possède le 

potentiel de transformer plus encore la prise en charge des patients atteints de cancer. 
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Figure 6 : Applications cliniques de l'analyse de l'ADNtc. L’analyse de l’ADNtc à de potentielles applications cliniques à 
différentes étapes cliniques du cancer. Des méthodes de détection précoce (early detection) de tumeurs naissantes sont en 
cours de développement. La biopsie liquide est capable d’identifier des cancers à un stade pécoce, lorsqu’il est cliniquement 
détectable (clinically detectable). Après la chirurgie (surgical resection), l’ADNtc peut être analysé pendant des mois afin de 
détecter la présence éventuelle d’altérations présentes dans la tumeur réséquée, c’est-à-dire détecter la maladie résiduelle 
(minimal residual disease). Puisque la demi-vie de l’ADNtc est très courte, la détection de mutations de plasma post-chirurgical 
peut fournir une preuve directe d’une possible rechute. De plus, la détection d’ADNtc rapidement après la chirurgie peut 
permettre de stratifier les patients selon le risque de récurrence et peut offrir une opportunité pour une intervention précoce. 
Dans le contexte d’un cancer métastatique (metastatic disease), le profilage moléculaire (molecular profiling) par séquençage 
de l’ADNtc peut identifier de potentielles altérations génétiques qui peuvent être ciblées par des thérapies de précision. Des 
études ont montré que le taux d’ADNtc corrélait avec le volume tumoral et peut être utilisé comme un moyen précis de suivre 
la réponse au traitement (response monitoring) et l’apparition d’une résistance (resistance mechanisms). Lorsque la maladie 
progresse, l’analyse de l’ADNtc a prouvé son efficacité pour identifier des altérations génétiques émergentes qui entrainent 
une résistance à la thérapie, et peut donc guider la prise de décision thérapeutique. Enfin, l’analyse de l’ADNtc a été utilisée 
pour suivre la dynamique d’évolution clonale (monitoring of clonal dynamics) de différents sous clones au cours de la thérapie. 
D’après Corcoran et al, NEJM, 2018. 
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4. Les cellules tumorales circulantes (CTCs) : 

4.1. Généralités : 

Les cellules tumorales circulantes sont des cellules émergeant de carcinomes, c’est-à-dire de cancers 

d’origine épithéliale, qui ont la capacité de migrer de la tumeur primaire et des sites métastatiques 

dans la circulation sanguine afin de coloniser un autre organe75. Lors de leur intravasation ces cellules 

sont soumises à des conditions de sélection difficiles. En effet, leur temps de demi-vie est estimé de 1 

à 2,4 heures76. De plus, des CTCs apoptotiques ou fragmentées sont fréquemment retrouvées dans le 

sang périphérique de patients atteints de cancer ; ainsi la clairance des cellules cancéreuses circulantes 

survivantes intervient au moment de l’extravasation dans les organes secondaires77. 

 La détection et l’analyse des CTCs ont été corrélées à différents paramètres cliniques et démontrées 

comme étant utile dans le diagnostic et le suivi de nombreuses tumeurs solides,  notamment le cancer 

du sein, le cancer colorectal et de la prostate dont la technique de détection CellSearch® est approuvée 

par l’administration fédérale de l'alimentation et de médicaments américaine (Food and Drug 

Administration, FDA)11,78–80. Il y a cependant quelques inconvénients à la détection des CTCs, le 

principal étant que ces cellules sont rares ; on estime qu’il y a 1 à 10 cellules pour dix millilitre de sang, 

soit une cellule pour 106-7 leucocytes81,82. Il faut donc avoir des technologies capables de détecter avec 

suffisamment de sensibilité et de spécificité une CTC parmi les millions d’autres cellules présentes dans 

le sang. L’autre obstacle majeur provient du phénotype même de ces cellules ; elles sont caractérisées 

biologiquement par la présence du marqueur d’adhésion cellulaire épithélial EPCAM ainsi que des 

membres de la famille des cytokératines tels que CK8, CK18 et CK19, et physiquement par leur taille 

plus importante, leur forme irrégulière ainsi que leur morphologie subcellulaire particulière75,83. 

Cependant, ce n’est  pas toujours le cas ; en effet, les CTCs sont capables de procéder à un mécanisme 

appelé transition épithélio-mésenchymateuse qui consiste en la perte de ses caractéristiques 

épithéliales au profit d’un phénotype mésenchymateux84. Il en résulte une augmentation de la 

plasticité ainsi que de la capacité de migration et d’invasion, de résistance à l’anoïkis et à l’apoptose ; 

autant de paramètres qui font de ces CTCs les plus à même de parvenir à coloniser un organe 

secondaire84,85. Enfin ces cellules sont capables de former des clusters avec un potentiel métastatique 

25 à 50 fois supérieur86.  

Il apparaît donc que ces cellules existent avec différents phénotypes ce qui rend leur utilisation en tant 

que biomarqueur plus complexe. Les progrès technologiques des dernières années permettent de 

mieux étudier la biologie des CTCs, notamment les approches « single cell », qui ont révélé de 

nouvelles approches possibles pour leur utilisation en tant que biomarqueur circulant11,87,88. 
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4.2. Détection des CTCs : 

Les CTCs sont essentielles pour la compréhension de la biologie des métastases et représentent un fort 

potentiel en tant que biomarqueur non invasif pour évaluer la progression tumorale et la réponse au 

traitement. Néanmoins, cette méthode qui présente certains avantages tels que la robustesse et la 

reproductibilité comporte aussi de nombreuses limites84,89. La première difficulté réside dans le fait de 

pouvoir différencier ces cellules extrêmement rares au milieu des millions d’autres cellules présentes 

dans un échantillon sanguin. Il existe ainsi deux grands types d’approches qui tirent parti de l’aspect 

biologique de ces cellules, ou de leur aspect physique mais à ce jour une seule est approuvée par la 

FDA : le système CellSearch® (Figure 7)84. Cette approche basée sur la biologie des CTCs consiste en 

premier lieu en une étape d’enrichissement par sélection positive des cellules exprimant EPCAM. Le 

prélèvement de sang périphérique (7,5mL) est suivi d’une étape de capture immunomagnétique avec 

des nanoparticules de fer recouverte d’un polymère de biotine, couplé avec des anticorps anti-EPCAM. 

Des réactifs fluorescents sont ensuite ajoutés pour la détection des CTCs : le DAPI pour la coloration 

du noyau cellulaire, des anticorps dirigés contre les cytokératines 8, 18 et 19 (marqueurs spécifiques 

des cellules épithéliales) et contre CD45 (un marqueur spécifique des leucocytes). Le mélange 

réactifs/échantillon est ensuite déposé à l’intérieur d’une cartouche qui est insérée dans un dispositif 

comprenant un champ magnétique attirant les cellules épithéliales marquées magnétiquement à la 

surface de la cartouche. Un microscope fluorescent couplé à un logiciel permet ensuite la lecture 

automatique et le décompte des cellules tumorales circulantes, c’est-à-dire les cellules positives pour 

le marquage au DAPI et aux cytokératines et négatives pour le marquage CD45. Des kits de réactifs de 

phénotypage HER2 et EGFR sont également commercialisés et permettent de mettre en évidence les 

CTC surexprimant ces récepteurs.  

Il existe actuellement d’autres techniques de détection des CTCs en cours de développement ou de 

validation clinique qui tirent parti de leurs différences phénotypiques et moléculaires, qui pourraient 

accélérer leur utilisation en clinique 84(Figure 7)11,84. 
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4.3. Intérêt clinique des CTCs : 

4.3.1. Valeur pronostique : 

De nombreuses études démontrent l’intérêt pronostique des CTCs chez des patients atteints de 

différentes tumeurs solides, particulièrement dans le cancer du sein80,86,90,91. Une étude de Rack et ses 

collègues réalisée sur 2026 patients avec un cancer du sein à un stade précoce avant chimiothérapie 

et chez 1492 patients après chimiothérapie a démontré que la présence des CTCs était associée à une 

faible survie sans maladie (DFS : Disease Free Survival) et une survie globale (OS : Overall Survival)91. 

De plus, les chercheurs ont remarqué que le pronostic des patients avec au moins 5 CTCs/30mL de 

sang était plus mauvais et que la persistance de ces cellules au cours du traitement 

Figure 7 : Analyse des CTCs. Les CTCs peuvent être enrichies à partir du sang grâce à des techniques utilisant des marqueurs 
biologiques (enrichment) : sélection positive in vitro ou in vivo en utilisant des anticorps dirigés contre des protéines 
épithéliales et/ou mésenchymateuses (antibody to epithelial or mesenchymal marker), ou négativement à travers la déplétion 
de leucocytes avec des anticorps anti-CD45 (anti-CD45 antibody). Un enrichissement positif peut aussi être réalisé in vitro 
grâce à des méthodes basées sur les caractéristiques physiques des CTCs tels que la taille (size), la défromabilité 
(deformability), la densité (density) et la charge électrique (electric charge). Ensuite, les CTCs peuvent être détectées (CTC 
detection) par des techniques qui reposent sur l’immunocytologie (immunocytology), la biologie moléculaire (molecular 
biology) ou des essais fonctionnels (functionnal assays). Concernant l’immunocytologie, les CTCs sont identifiées par des 
anticorps dirigés contre des marqueurs épithéliaux, mésenchymateux, spécifiques de la tumeur (tumour-associated marker) 
ou des tissus (tissu-specific marker). Les méthodes moléculaires utilisent des essais basés sur l’analyse de l’ARN tels que la RT-
qPCR, le NGS ou l’hybridation ARN in situ. Les essais fonctionnels sont eux principalement des tests EPISPOT ou EPIDROP. Enfin, 
la caractérisation des CTCs (CTC characterization) est réalisée en étudiant son génome, son protéome et son transcriptome 
ainsi qu’en testant ses propriétés in vivo, par xénogreffe (xenograft). D’après Pantel et al, Nature Review clinical oncology, 
2019 . 
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chimiothérapeutique avait une influence pronostique négative. Ainsi, la détection des CTCs à la fois 

avant et après la chimiothérapie adjuvante est liée à un risque plus élevé de rechute du cancer du sein 

primaire. Une autre étude très complète publiée par Zhang et ses collègues portant sur la méta-analyse 

de 49 études incluant 6825 patients a démontré à grande échelle que la présence des CTCs était 

significativement associée à une survie plus courte à la fois dans les cancers du sein précoces et 

métastatiques90. 

D'autres travaux prometteurs ont démontré des corrélations significatives entre le nombre de CTCs, le 

pronostic, et la rechute métastatique dans différents types de tumeurs tels que le cancer de la 

prostate79,82,92–94, le cancer colorectal82,95, le cancer du rein96, du foie97, de l’œsophage98 ou encore de 

la tête et du coup99. Néanmoins, ces études se doivent d’être confirmées à plus large échelle avec des 

tests plus sensibles afin d’explorer la pertinence clinique réelle des CTCs, particulièrement dans le suivi 

des patients où l’on ne connait pas pour l’instant la cinétique d’expression de ceux qui rechutent. 

4.3.2. Un outil pour guider la thérapie : 

Actuellement, les prises de décisions thérapeutiques sont majoritairement basées sur l’analyse de la 

tumeur primitive tandis que les prélèvements des lésions métastatiques restent compliqués 

cliniquement car elles sont invasives pour les patients. Ainsi, les CTCs apparaissent comme un bon 

moyen de contourner la biopsie solide, tout en permettant un suivi de la réponse au traitement en 

temps réel. Le développement de technologies sophistiquées du type « single cell » ont permis une 

meilleure compréhension des mécanismes de résistance aux thérapies et d’ouvrir des pistes dans le 

cadre d’une médecine personnalisée. 

4.3.2.1.  Analyse de l’ADN : 

Des études d’analyse génomique comparative de CTCs, de tumeurs primaires ainsi que de métastases 

chez des patients atteints d’un cancer colorectal ou de la prostate ont montré que des mutations 

présentes dans les CTCs étaient les mêmes que ceux détectées dans la tumeur primaire et les 

métastases ouvrant ainsi de nouvelles perspectives d’utilisation en tant que biomarqueur liquide, 

notamment pour la réponse au traitement25,93. En effet, des mutations dans des protéines cibles (ou 

en aval de la voie de signalisation) affectent l’efficacité des molécules dirigées contre ces protéines. 

Par exemple, des mutations du gène KRAS sont fréquemment retrouvées dans les cancers colorectaux 

et conduisent généralement à une activation de la voie de signalisation de l’EGFR. Deux études 

séparées sur le cancer colorectal ont révélé une grande hétérogénéité des mutations KRAS dans les 

CTCs des patients, suggérant ainsi que la détection précoce des CTCs porteuses de la mutation KRAS 

pourrait aider les cliniciens dans le choix d’administrer ou non une thérapie à base d’anti-EGFR100,101. 

De la même manière, dans le cancer de la prostate des mutations du récepteur aux androgènes (AR : 
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Androgen Receptor), qui confèrent aux cellules tumorales une résistance aux thérapies de blocage des 

récepteurs androgéniques, ont été retrouvées dans les CTCs de patients102. Autres exemples, la 

détection des mutations PI3KCA et BRAF dans les CTCs des patients atteints d’un cancer du sein HER2+ 

et du mélanome, respectivement103,104.  

4.3.2.2.  Analyse de l’ARN : 

Au niveau de l’ARNm, des études se focalisant sur le cancer de la prostate ont révélé que l’analyse de 

l’ARNm des CTCs pouvait aussi révéler des informations sur la résistance aux traitements. Le cancer de 

la prostate résistant à la castration (CRPC : Castration-Resistant Prostate Cancer) se définit par une 

croissance tumorale continue malgré la prise d’anti-androgènes. Une étude de Antonarakis et ses 

collègues ont mis en lumière la présence d’une forme tronquée de l’ARNm du récepteur aux 

androgènes dans les CTCs, appelée ARv7 (androgen-receptor variant 7), qui pourrait prédire l’échec 

d’une thérapie aux anti-androgènes suggérant ainsi la potentielle utilisation en tant que marqueur de 

sélection des patients pour ce type de traitement105. 

4.3.2.3.  Analyse protéique : 

Un autre moyen d’utiliser les CTCs pour guider la décision thérapeutique consiste à combiner la 

détection de ces cellules avec l’analyse de certaines protéines qu’elles contiennent. Par exemple, dans 

le cancer du sein le récepteur aux oestrogene (ER : Estrogen Receptor) est une cible clé. On estime les 

patients comme étant ER+ lorsque au moins 1% des cellules tumorales expriment le récepteur ; ils vont 

alors être traités par thérapie hormonale. Cependant 1% représente un seuil faible, ainsi les tumeurs 

du sein ER+ peuvent présenter des CTCs ER- et donc engendrer une résistance au traitement anti-

hormonal106. Une équipe de chercheur a mis au point un test multiparamétrique, le CTC-ETI (CTC-

Endocrine Therapy Index), qui pourrait être capable de prédire la résistance à la thérapie hormonale 

chez les patients atteints d’un cancer du sein ER+ métastatique107. Ce test combine le comptage des 

CTCs avec l’expression dans ces cellules de quatre marqueurs : ER, HER2, BCL2 et KI67. Il est 

actuellement utilisé dans le cadre d’un essai clinique dont les résultats sont attendus très 

prochainement (COMETI P2, NCT 01701050). De la même manière, d’autres recherches se sont 

concentrées sur une autre cible importante dans le cancer du sein à savoir l’oncogène HER2108,109.  

Plus récemment, les inhibiteurs des points de contrôles immunitaires tels que ceux de la voie PD1/PD-

L1 ont révolutionné la prise en charge des patients atteints d’un cancer avec des résultats 

spectaculaires, le taux de réponse objective aux anti-PD1 étant d’environ 28 % tous cancers confondus. 

Fort de ces résultats encourageants, ces traitements sont prescrits à tous les patients, sans sélection. 

Au vu des effets secondaires importants et du coup pour la société, il est urgent de trouver des 

biomarqueurs. Dans cette optique, Mazel et ses collègues ont fourni la première preuve de 
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l’expression fréquente du ligand PD-L1 à la surface des CTCs de patients atteints d’un cancer du sein, 

ce qui suggère une potentielle utilisation dans la réponse à l’immunothérapie110,111. Depuis, deux 

études ont démontré leur valeur pronostique dans les cancers de la tête et du coup ainsi que du 

poumon non à petites cellules99,112.  

Dans le CRCP, la prise inefficace d’anti-androgènes est souvent suivie d’autres thérapies hormonales 

ciblant la voie d’activation du récepteur aux androgènes, qui a cependant des effets variables. 

Myiamoto et ses collègues ont mis au point une technologie à base de microfluidique afin de détecter 

et analyser l’activation de cette voie de signalisation dans les CTCs via l’analyse de la PSA et PSMA 

(prostate-specific membrane antigen). Les chercheurs ont démontré que les patients traités 

possédaient des CTCs avec des signaux d’activation mixtes suggérant ainsi l’intérêt de leur technologie 

dans l’aide à la prise de décision thérapeutique pour ce genre de traitement hormonal113. 

 

Ainsi, l’ensemble de ces données démontre que l’analyse des CTCs et de son contenu en ADN, ARN et 

en protéines pourrait avoir un impact important sur la compréhension des mécanismes de résistance 

à la thérapie des patients atteints d’un cancer et donc dans leur utilisation en tant que biomarqueur. 

5. Les vésicules extracellulaires : 

L’étude des vésicules extracellulaires (VE) a connu une croissance impressionnante ces 10 dernières 

années, notamment au vu de leur potentielles applications cliniques pour de nombreuses pathologies 

telle que le cancer. Cet engouement a abouti à une incroyable quantité de publications sur le sujet, 

avec parfois un manque clair de consensus que ce soit au niveau de la nomenclature, de la 

caractérisation ou encore des technologies d’analyse. Pour contourner ce manque d’homogénéité, la 

communauté de chercheurs s’est réunie pour encadrer le domaine de l’étude des VEs et créer 

« l’International Society of Extracellular Vesicle » (ISEV). Elle édifie les règles à suivre pour l’étude 

rigoureuse des VEs : les « Minimal information for studies of extracellular vesicles » (MISEV), qui sont 

mises à jour tous les 4 ans114. L’engouement est tel qu’il a abouti à la fois à la création d’un journal 

spécialisé, le « Journal of Extracellular Vesicle » dont le facteur d’impact est passé de 4 à 11 en 2020, 

ainsi que d’un congrès internationalement renommé. Ceci a notamment permis de mieux connaître la 

biologie et la fonction des VEs. Ainsi, leur sécrétion par les cellules semble être bien plus qu’un simple 

mécanisme de recyclage des protéines, tel que cela a été décrit pour la 1e fois115,116. On sait dorénavant 

que les VEs sont capables d’échanger des composants entre cellules, aussi bien des protéines que des 

acides nucléiques ou des lipides, et d’agir comme un moyen de communication à part entière117,118. De 
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plus, elles sont retrouvées dans la grande majorité des fluides biologiques c’est pourquoi elles 

concentrent beaucoup d’intérêts dans le domaine de la biopsie liquide.  

La classification des vésicules extracellulaires évolue constamment114. Néanmoins, on peut les diviser 

en deux catégories avec d’un côté les ectosomes (ou microvésicules), et de l’autre les exosomes119. Les 

ectosomes sont formés par bourgeonnement de la membrane plasmique pour former des 

microvésicules, des microparticules ou encore des vésicules de grande taille, qui mesurent de 50nm 

jusqu’à 1µM de diamètre. Au contraire, les exosomes ont une origine endosomale et ont une taille 

comprise entre 40 et 160nm. Les différentes VEs se distinguent par leur origine subcellulaire, leurs 

propriétés physico-chimiques et leur composition spécifique117–119.  

Nous nous intéresserons ici plus particulièrement aux exosomes qui concentrent l’essentiel des 

recherches sur les VEs. 

6. Les exosomes : 

6.1. Généralités : 

Le terme « exosomes » a été utilisé pour la première fois en 1981 par Trams et ses collègues pour 

désigner de petites vésicules d’origine inconnue sécrétées par différents types de cellules120. En 1983, 

Pan et Johnstone découvrent que ces vésicules ont une origine endosomale121. A l’époque, les 

chercheurs ont pensé que c’était un moyen pour les cellules d’éliminer les protéines obsolètes, c’est 

pourquoi pendant une longue période les exosomes n’ont généré que peu d’intérêt. Ce n’est qu’à la 

fin des années 1990 qu’ils ont suscité l’attention des chercheurs, après la découverte de la sécrétion 

d’exosomes par les lymphocytes B, par Raposo et ses collègues en 1996122, puis par les cellules 

dendritiques en 1998 par Zitvogel et al123, qui étaient capables d’induire une réponse immunitaire124. 

Dès lors, il s’en est suivi une multitude de travaux portant sur de nombreux types cellulaires différents, 

et leur implication dans les mécanismes de communication intercellulaire en condition 

pathologiques117,118,125,126. Il est ainsi décrit que la grande majorité des types cellulaires sont capable 

de sécréter des exosomes tels que les cellules épithéliales127, les neurones128 et les cellules 

tumorales124, les cellules immunitaires117,129, la quantité et la composition des exosomes étant 

dépendante de l’état physiologique de la cellule118. Ils peuvent être isolés à partir de surnageant de 

culture cellulaire et ont été retrouvés dans de nombreux fluides biologiques tels que le sang130, 

l’urine131, la salive132, le liquide bronchoalvéolaire133, ou encore le liquide cerebro-spinal134.  
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6.2. Biogenèse des exosomes : 

La biogenèse des exosomes débute par une étape d’endocytose au cours de laquelle les cellules 

internalisent diverses molécules. Ensuite, une deuxième invagination de la membrane va avoir lieu 

dans les endosomes, avant d’être libérés par un processus d’exocytose.  

La première étape consiste en l’invagination de la membrane plasmique qui forme une structure 

contenant des protéines membranaires et des protéines solubles du milieu extracellulaire. Cette 

structure va aboutir à la formation d’un endosome précoce qui, dans certains cas, va fusionner avec 

d’autres endosomes précoces. Il est important de noter que le réticulum endoplasmique ainsi que le 

système de Golgi peuvent, ici, participer à la formation et au contenu de ces endosomes précoces135–

137. Ensuite, ces endosomes précoces vont maturer et former des endosomes tardifs, puis des corps 

multivésiculaires (CMVs). Ces CMVs sont formés par invagination de la membrane de l’endosome tardif 

et former des petites vésicules appelées vésicules intraluminales (VILs) ; les futurs exosomes. Enfin, les 

CMVs, contenant les VILs, peuvent soit fusionner avec les autophagosomes et/ou les lysosomes et être 

recyclés et/ou dégradés, soit fusionner avec la membrane plasmique et libérer les exosomes (Figure 

8)136,138–140. 

Les mécanismes précis de formation des exosomes sont encore mal connus. Néanmoins plusieurs 

études suggèrent l’implication de différentes molécules laissant à penser qu’il n’y a pas de mécanisme 

universel, mais plutôt différents systèmes dont l’activité dépend de plusieurs paramètres tels que le 

type cellulaire et son état physiologique. 

Figure 8 : Mécanismes de la biogenèse des exosomes. Les exosomes sont générés à l’intérieur des CMVs (MVB), 
qui, lors de leur maturation, vont fusionner avec la membrane plasmique. Ce mécanisme multi-étape est 
étroitement régulé et inclue un acheminement via les microtubules, une fixation à la membrane (MVB docking) et 
la fusion médiée par les protéines SNAREs. D’après Bebelman et al, Pharmacology & Therapeutics, 2018. 
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6.2.1.  Formation des vésicules intraluminales : 

6.2.1.1. Le complexe protéique ESCRT (Endosomal Sorting Complex Responsible for 

Transport) : 

Le complexe ESCRT est un acteur majeur de la plasticité des membranes biologiques, en particulier 

dans la formation des CMVs et des VILs141. Cette machinerie moléculaire agit en plusieurs étape : les 

sous-unité ESCRT-0 et ESCRT-1 vont d’abord rassembler des protéines transmembranaires 

ubiquitinylées de la membrane des CMVs, puis recruter via les sous-unités ESCRT-II et ESCRT-III des 

complexes moléculaires qui vont entrainer le bourgeonnement et la fission du microdomaine 

néoformé pour créer les VILs141–144. Parmi ces protéines, on retrouve notamment TSG101 (Tumor 

Susceptibility Gene 101) qui est présent dans les exosomes et très régulièrement utilisé comme 

marqueur. 

Néanmoins, il existe d’autres mécanismes de formation des exosomes qui sont indépendants du 

complexe ESCRT145. 

6.2.1.2. Les céramides : 

Les céramides sont une classe de lipides en forme de cônes, générés par le clivage de la sphingomyéline 

par les sphingomyélinases. Cette forme particulière leur permet notamment d’être les principaux 

acteurs de la courbure des membranes. Par conséquent les céramides jouent un rôle important dans 

la formation des VILs. Une étude a par exemple montré que l’inhibition de la nSMAse-2 (neutral 

Sphingomyélinase 2) empêchait le bourgeonnement des VILs dans les CMVs ainsi que la libération des 

exosomes, via un mécanisme indépendant de la machinerie ESCRT146. De plus, les céramides peuvent 

être métabolisées en sphingosine-1 phosphate qui activent les récepteurs GiS1P [(inhibitory G protein 

(Gi)-coupled sphingosine 1-phosphate (S1P)] à la membrane des CMVs, régulant ainsi la formation et 

le tri dans les VILs147.  

6.2.1.3. L’axe Syndécane-Synténine-ALIX : 

Le tri sélectif de protéines transmembranaires dans les VILs des CMVs peut également avoir lieu via 

des interactions protéiques. C’est notamment le cas des protéines Syndécane, Synténine et ALIX. En 

effet, la syndécane se fixe à la synténine-1 et forme un complexe qui recrute la protéine ALIX (ALG-2 

interacting protein X) qui, ensemble, vont permettre l’invagination de la membrane des CMVs pour 

former les VILs (Figure 8)148. Elles sont donc présentes au sein des exosomes. Ces mécanismes sont 

régulés par d’autres protéines telles que SRC149,150, ARF6 et PLD2151. 

6.2.1.4. Les tétraspanines : 

Les tétraspanines sont une famille de glycoprotéines transmembranaires possédant une forme 

conique, avec une cavité qui leur confèrent la capacité de fixer des molécules de cholestérol152. Ceci 
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leur permet notamment de se regrouper pour former des « tetraspanin-enriched microdomains », 

sorte de plateforme de signalisation au niveau de la membrane plasmique. Ainsi, les tétraspanines 

jouent un rôle dans différent processus tels que l’adhésion cellulaire, la modulation du système 

immunitaire ou encore le cancer153. Parmi elles, CD63 est particulièrement enrichie à a surface des 

exosomes. Des études ont montré que cette protéine était capable de réguler le tri des protéines dans 

les exosomes de mélanocytes154 et de cellules de mélanome155. Une autre publication révèle un rôle 

de CD63 dans la biogenèse de ces nanovésicules dans les fibroblastes de patients atteints du syndrome 

de Down156. Les tétraspanines CD9 et CD81, également enrichies dans les exosomes, sont aussi 

impliquées directement dans le tri de leur contenu157,158. 

6.2.2.  Traffic intracellulaire des corps multivésiculaires jusqu’à l’exocytose : 

6.2.2.1. Les Rab GTPases : 

Les Rab GTPases sont des petites protéines G appartenant à la superfamille des protéines Rab et qui 

possèdent une activité GTPase. Elles régulent plusieurs processus tels que le trafic membranaire, 

notamment la formation de vésicules, et leur mouvement sur les réseaux du cytosquelette que sont 

l’actine et la tubuline159. Enfin, elles jouent également un rôle dans la fusion des membranes et par 

conséquent dans la libération des exosomes dans le milieu extracellulaire160,161. Il a par exemple été 

démontré que Rab27a et Rab27b jouent un rôle dans la morphologie des CMVs ainsi qu’à sa fixation à 

la membrane, en vue d’une libération des exosomes (Figure 8)160. De fait, l’utilisation d’ARN interférant 

dirigé contre ces protéines a été utilisé dans différentes études afin de démontrer le rôle spécifique 

des exosomes162,163. D’autres Rab GTPases sont également capable de réguler la sécrétion des 

exosomes tels que Rab7, Rab11 et Rab35148,159,161. 

6.2.2.2. Les protéines SNAREs : 

Les SNAREs (Soluble N-éthylmaleimide-sensitive-factor Attachment protein REceptor) sont des 

protéines majoritairement transmembranaires responsables de la fusion et du trafic membranaire au 

sein des cellules eucaryotes. Elles vont ainsi agir sous forme de complexe au niveau des CMVs fixés à 

la membrane pour permettre la libération des exosomes (Figure 8). Plusieurs protéines SNAREs ont 

été décrit comme étant impliquées dans ce mécanisme telles que YKT6164, VAMP7165, SNAP23166 ou 

encore la syntaxin-1a167. Cette activité est régulée par différents mécanismes parmi lesquels la 

concentration en Ca2+ ou encore leur état de phosphorylation168–170. 

 

Il est important de noter ici que toutes ces protéines n’ont pas un rôle exclusif à la biogenèse des 

exosomes. En effet, elles sont pour la plupart engagées dans de nombreux processus moléculaires 

responsables du trafic intravésiculaire et membranaire. Il semblerait donc que les exosomes soient 



32 
 

produits via différentes voies de signalisation interconnectées qui sont activées en fonction de 

différents paramètres tels que le type cellulaire ou les conditions physiologiques, et en régisse ainsi la 

composition. 

6.3. Composition : 

Les exosomes ont une composition particulière qui les distingue des autres VEs (Figure 9)171,172. Cette 

composition spécifique leur confère des fonctions propres qui sont régulées par la dynamique de 

libération de ces nanovésicules. Le contenu des exosomes est référencé sur le site internet Exocarta 

(http://www.exocarta.org/). 

 

6.3.1.  Contenu protéique : 

Des études montrent qu’une des voies possibles pour le chargement des protéines à l’intérieur des 

exosomes est via l’interaction avec les composants de la machinerie de biogenèse des exosomes131,172. 

On y retrouve donc des protéines du trafic membranaire telles que Rab 5 et l’annexine, des protéines 

impliquées dans la formation des CMVs comme Alix, TSG101 ou la synténin-1 ou encore des molécules 

du cytosquelette avec par exemple l’actine ou la tubuline (Figure 9)172. 

De la même manière, l’association des protéines membranaires avec les tétraspanines facilitent leur 

incorporation dans les exosomes et plus précisément CD9, CD63 et CD81. On peut aussi noter la 

Figure 9 : Composition des exosomes. Ces nanovésicules sont constituées d’un bicouche lipidique enrichie en cholestérol. Des 
récepteurs et des ligands sont incorporés dans cette membrane. A l’intérieur, on retrouve également des protéines diverses et 
variées et du matériel génétique. MVB formation = Formation des CMV, immunostimulatory molecules = molécules 
immunostimulantes, intracellular signaling = signalisation intracellulaire, HSPs = Protéines de choc thermique, Lipid raft 
assoiated proteins = protéines associées aux radeaux lipidiques, Lipids = lipides, Ligands = ligands, Adhesion proteins = 
protéines d’adhésion, membrane trafficking proteins = protéine du trafic membranaire, cytoskeleton molecules = molécules 
du cytosquelette, genetic material = matériel génétique, enzymes = enzymes. Adapté de Cordonnier & Chanteloup et al, Cell 
Adh Migr, 2017. 

http://www.exocarta.org/
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présence d’intégrines telles que LFA-1 ou des ligands de récepteurs comme FAS-L ou PD-L1. On y 

retrouve différents récepteurs capables d’induire une réponse physiologique comme le CMH I/II, ou 

encore des enzymes telles que la pyruvate kinase ou la GAPDH (Figure 9)172. 

Enfin, plusieurs protéines de choc thermique (HSPs : Heat Shock Protein) sont présentes dans la 

lumière des exosomes parmi lesquelles HSP27, HSP60, HSP70, HSP90, dont certaines sont retrouvées 

à leur surface (HSP70, HSP60 et HSP90)126 (Figure 9). 

Cette composition particulière permet d’identifier les VEs comme exosomes, en plus de leur taille. 

Ainsi, les MISEVs préconisent de révéler la présence d’au moins 3 marqueurs des exosomes parmi 

lesquels 2 tétraspanines et 1 molécule impliquée dans la biogenèse telle que TSG101 ou ALIX, et 

l’absence d’un marqueur négatif comme une protéine du réticulum endoplasmique (Grp94)114. 

6.3.2.  Contenu lipidique : 

Les lipides sont des composants essentiels de la membrane des exosomes. Il est désormais bien décrit 

dans la littérature que ces nanovésicules possèdent une double membrane lipidique dont la 

composition est identique à celle de la cellule mère, mais avec certains enrichissements173. Les 

exosomes sont donc enrichis en phospholipides saturés (phosphatidyl-éthanolamine, phosphatidyl-

sérine, phosphatidyl-coline), en sphingolipides (céramides) et en cholestérol (Figure 9). Cette 

composition particulière leur confère une grande rigidité qui leur permet de protéger leur contenu de 

la dégradation et d’être plus stable dans le milieu extracellulaire. 

6.3.3.  Contenu en acide nucléiques : 

6.3.3.1. Les ARNs : 

En 2007, Valadi et ses collègues ont démontré pour la première fois que les cellules étaient capables 

de procéder à un transfert horizontal d’ARN fonctionnel174. Cette étude pionnière a été à l’origne 

d’intenses efforts de la part des chercheurs pour étudier l’expression et le rôle de différents types 

d’ARN présents dans ces nanovésicules. 

Outre l’ARNm, les exosomes sont hautement enrichis en petits ARNs non codants, ce qui suggère un 

rôle important dans la régulation des gènes. On y retrouve ainsi majoritairement des micro-ARNs sous 

leur forme de précurseur ou mature, mais aussi des snARN (small nuclear ARN) et snoARN (small 

nucleolar ARN), des Y-ARNs, des piARN (piwi-interacting ARN), ou encore des tsARN (tRNA-derived 

small ARN). On retrouve également des longs ARNs non codants (lncARN, long non coding ARN) et des 

ARNs circulaires (cirARN). Enfin, de l’ARN mitochondrial est présent au sein des exosomes139,171,175,176. 

Tous ces ARNs ont été identifiés comme des ARNs non codants capables de modifier la physiologie des 

cellules, notamment dans le cadre du cancer. Leur chargement au sein des exosomes est lié à un 
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processus sélectif ce qui entraine une différence d’expression entre la cellule mère et l’exosome176. 

Leur détection au sein des exosomes circulants représente ainsi un grand espoir dans le diagnostic non 

invasif de cette pathologie177–179. 

6.3.3.2. L’ADN : 

La présence d’ADN au sein des exosomes a longtemps été mise en doute mais il est aujourd’hui prouvé 

qu’ils contiennent bien de l’ADN. Kahlert et ses collègues ont montré pour la première fois que les 

exosomes dérivés de sérum de patients atteints d’un cancer du pancréas contenaient de longs 

fragments d’ADN double brin (dsADN, double stranded ADN), en l’occurrence les mutations KRAS et 

p5322. Cette étude a été confirmée quelques années plus tard lorsque Thakur et ses collègues ont 

affirmé que la majorité de l’ADN associé aux exosomes étaient double brin23. D’autres types d’ADN 

sont également retrouvés au sein des exosomes tels que de l’ADN simple brin, de l’ADN viral ou encore 

de l’ADN mitochondrial180. Cet ADN est constitué de fragments plus longs que le ADNcf ce qui permet 

de les différencier180. 

6.4.  Hétérogénéité des exosomes : 

La diversité des voies de signalisation et de régulation de la biogenèse des exosomes, ainsi que l’impact 

de l’environnement cellulaire, entrainent une hétérogénéité phénotypique des exosomes. En effet, il 

existe des sous-populations de tailles différentes, provenant de sources différentes, au contenu 

différent et donc qui exercent une fonction différente139,181 (Figure 10). Cette hétérogénéité a 

notamment été révélée par des analyses de protéomique qui ont permis d’identifier des signatures 

protéiques spécifiques d’un type de cellule par exemple, tandis que des études de séquençage ont 

soulignées les différences d’expression avec la cellule mère, suggérant ainsi un mécanisme de tri 

spécifique172,176,182. 

Les fonctions des exosomes sur les cellules réceptrices peuvent donc varier en fonction de leur taille, 

du type de récepteurs exprimés à leur surface, de la nature et de la quantité du matériel qu’ils 

contiennent et enfin de la façon dont ils vont interagir avec la cellule réceptrice (Figure 10). 
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6.5. Interaction avec la cellule réceptrice : 

Une fois libérés dans le milieu extracellulaire, les exosomes peuvent atteindre les cellules réceptrices 

et y délivrer leur contenu, qui va engendrer une réponse fonctionnelle et modifier leur état 

physiologique. Ils peuvent interagir différemment à la suite de la fixation à la membrane de la cellule 

réceptrice, mais ces mécanismes sont encore mal connus. On ne sait pas, par exemple, si un mode 

d’interaction différent agit sur le devenir de l’exosome.  

6.5.1.  Fixation à la surface des cellules cibles : 

Le ciblage des cellules semble avoir lieu via des interactions spécifiques entre des protéines enrichies 

à la surface des exosomes et des récepteurs au niveau de la membrane plasmique de la cellule. Bien 

que ces processus ne soient pas clairement décrits, plusieurs acteurs majeurs sont identifiés parmi 

lesquels les tétraspanines, les lipides, les lectines, les protéoglycanes ou encore les composants de la 

matrice extracellulaire (MEC). Ainsi, les intégrines présentes dans la membrane des exosomes peuvent 

par exemple à la fois interagir avec les molécules d’adhésion à la surface de la cellule réceptrice telle 

que les ICAMs (intercellular adhesion molecules)183, et les composants de la MEC pour effectuer une 

Figure 10 : Hétérogénéité des exosomes. Ces nanovésicules peuvent être très hétérogènes et ainsi engendrer des réponses 
biologiques complexes. Cette hétérogénéité (heterogeneity) des exosomes peut être conceptualisée sur la base de leur taille 
(size), leur contenu (content), leur fonction sur les cellules réceptrices (functional), et la cellule d’origine (source). Des 
combinaisons distinctes de ces caractéristiques soulignent toute la complexité de l’hétérogénité des exosomes. Daprès Kalluri 
et al, Science, 2020. 

 

 

Figure 17 : Interactions des exosomes avec la cellule réceptrice. En fonction du type cellulaire, les exosomes peuvent rester 
fixés à la membrane (surface binding) et initier une signalisation intracellulaire. Les exosomes peuvent également être 
internalisés via différentes voies (uptake). L’internalisation de ces nanovésicules mène à l’endosome précoce (early endosome) 
qui va se différencier en CMV dans lequel les vésicules internalisées vont être mixées avec les VILs (ILVs). La fusion des CMVs 
avec le lysosome entraine la dégradation des exosomes et le recyclage du contenu pour alimenter le métabolisme cellulaire. 
Les exosomes peuvent également libérer leur contenu (release of vesicle content) dans le cytoplasme de la cellule réceptrice 
via fusion avec la membrane plasmique (membrane fusion) ou des CMVs (back fusion). Enfin, les exosomes peuvent être re-
sécrétés (re-secretion). D’après Niel et al, Nat Rev Mol Cell Biol, 2018.Figure 18 : Hétérogénéité des exosomes. Ces 
nanovésicules peuvent être très hétérogènes et ainsi engendrer des réponses biologiques complexes. Cette hétérogénéité 
(heterogeneity) des exosomes peut être conceptualisée sur la base de leur taille (size), leur contenu (content), leur fonction 
sur les cellules réceptrices (functional), et la cellule d’origine (source). Des combinaisons distinctes de ces caractéristiques 
soulignent toute la complexité de l’hétérogénité des exosomes. Daprès Kalluri et al, Science, 2020. 
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fixation184. Hoshino et ses collègues ont également montré que la composition spécifique des 

exosomes en certaines intégrines définissait le lieu de formation des métastases dans le cancer, 

induites par ces mêmes exosomes185. Les tétraspanines ont également été identifiées comme 

partenaires d’interaction des intégrines de façon à promouvoir la fixation des exosomes sur les cellules 

cibles186,187. Enfin, d’autres molécules ont un rôle dans ce processus, telle que les lectines188 ou la 

composition lipidique des exosomes, notamment la phophatidyl-sérine189 (Figure 11). 

Cependant, on ne sait pas à ce jour si le ciblage des cellules par un sous-type particulier d’exosomes 

résulte d’un processus spécifique ou non, la littérature décrivant les 2 hypothèses137.  

6.5.2.  Signalisation intercellulaire médiée par les exosomes : 

Une fois fixés à la cellule réceptrice, les exosomes peuvent soit (i) rester à la membrane et engendrer 

une signalisation157, (ii) être internalisés par différents processus de dynamique des membranes à 

savoir l’endocytose dépendante de la clathrine ou non, la macropinocytose190 et la phagocytose191 ou 

l’endocytose via la caveole et les radeaux lipidiques192, (iii) ou encore par fusion des membranes193 

(Figure 11). 

Les exosomes sont donc capables de se fixer puis d’activer des récepteurs présents à la surface des 

cellules. Les premiers exemples de ce processus ont été décrit auparavant et concernent les travaux 

de Raposo et Zitvogel qui démontrent que les exosomes dérivés de lymphocytes B et de cellules 

dendritiques, respectivement, sont capables d’induire une réponse immunitaire spécifique122,123. Dès 

lors, de nombreuses études ont révélé un mécanisme similaire et seront détaillées dans le chapitre 

suivant. 

Une fois fixés, les exosomes peuvent également pénétrer dans la cellule par l’intermédiaire des 

processus évoqués ci-dessus. Ils vont ensuite pénétrer dans un endosome précoce puis un CMV, qui 

contient possiblement des exosomes néoformés. Il y a alors plusieurs possibilité ; (i) les exosomes vont 

être dirigés vers le lysosome où ils vont être dégradés194, (ii) fusionner avec la membrane du CMV et 

libérer leur contenu dans le cytoplasme ou vers le réticulum endoplasmique195, (iii) ou être resécrétés 

via la fusion du CMV avec la membrane plasmique196 (Figure 11). 

Enfin, la fusion des membranes entraine le transfert des composants de la membrane de l’exosome 

dans celle de la cellule réceptrice, et libère son contenu à l’intérieur (Figure 11). 

 

Ainsi, l’hétérogénéité phénotypique des exosomes impacte la manière dont ils interagissent avec la 

cellule réceptrice qui, à son tour, régit sa fonction. 
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6.6. Fonction des exosomes dans le cancer : 

Dans le contexte tumoral, la communication cellulaire est un processus dynamique majeur. Il est 

désormais acquis que les exosomes en font partie intégrante. Les conditions physiologiques 

particulières dans le microenvironnement modifient l’état des cellules cancéreuses qui, de fait, libèrent 

plus d’exosomes que les cellules saines197. De plus, leur contenu est également différent de la cellule 

mère ce qui suggère un processus de tri spécifique qui permet de promouvoir la croissance tumorale. 

6.6.1.  Induction de lésions néoplasiques : 

Différentes études ont démontré que les exosomes étaient capables d’induire la formation d’un 

cancer. Ainsi, il a récemment été démontré que les exosomes dérivés de cancer du pancréas possèdent 

la capacité de transformer les cellules NIH/3T3 en y induisant des mutations198. De la même manière, 

les exosomes dérivés de cancer du sein et de la prostate semblent être capable d’induire des lésions 

néoplasiques via le transfert de leur contenu en micro-ARNs199,200. Plus précisément, les miR-125b, 

miR-130 et mir-155, ainsi que l’ARNm HRAS et KRAS des exosomes de cellules de cancer de la prostate 

semblent pouvoir initier la reprogrammation néoplasique et la formation d’une tumeur des cellules 

souches adipocytaires200. 

6.6.2.  Rôle dans la progression tumorale : 

Une des premières études démontrant le fait que les exosomes dérivés de tumeur étaient capables de 

promouvoir la croissance tumorale fût celle de Liu et ses collègues en 2006. Les auteurs ont démontré 

Figure 11 : Interactions des exosomes avec la cellule réceptrice. En fonction du type cellulaire, les exosomes peuvent rester 
fixés à la membrane (surface binding) et initier une signalisation intracellulaire. Les exosomes peuvent également être 
internalisés via différentes voies (uptake). L’internalisation de ces nanovésicules mène à l’endosome précoce (early endosome) 
qui va se différencier en CMV dans lequel les vésicules internalisées vont être mixées avec les VILs (ILVs). La fusion des CMVs 
avec le lysosome entraine la dégradation des exosomes et le recyclage du contenu pour alimenter le métabolisme cellulaire. 
Les exosomes peuvent également libérer leur contenu (release of vesicle content) dans le cytoplasme de la cellule réceptrice 
via fusion avec la membrane plasmique (membrane fusion) ou des CMVs (back fusion). Enfin, les exosomes peuvent être re-
sécrétés (re-secretion). D’après Niel et al, Nat Rev Mol Cell Biol, 2018. 
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que l’injection d’exosomes dérivés de lignées de cancer du sein murin 4T1 et TS/A in vivo entraînait 

une augmentation de la croissance cellulaire201. Depuis, de nombreuses études portent sur l’étude de 

la fonction des exosomes dérivés de tumeur sur le stroma, notamment les composants de la MEC, les 

fibroblastes et les cellules immunitaires. 

6.6.2.1. Effets sur la matrice extracellulaire : 

Les exosomes dérivés de tumeurs sont capables de remodeler la MEC afin d’augmenter la capacité 

migratoire des cellules cancéreuses202 (Figure 12). En effet, ils interagissent avec les composants de 

cette matrice via des molécules d’adhésion et libèrent des protéines qui vont la dégrader telles que 

des métalloprotéinases (MMPs) ou des cathepsines202. Ce remodelage de la MEC permet la libération 

de cytokines et de facteurs de croissance qui vont affecter d’autres composants du 

microenvironnement tumoral afin de favoriser la croissance tumorale, comme les fibroblastes. Ainsi, 

il a été démontré in vivo que les exosomes tumoraux, via la sécrétion de TGF- peuvent induire la 

différenciation de ces derniers en fibroblastes associés au cancer (FAC), qui possèdent un phénotype 

mésenchymateux203,163. Enfin, les exosomes semblent être capable de libérer des signaux 

chimiotactiques184,204. 

6.6.2.2. Effets sur le système immunitaire : 

Des études précoces s’intéressant aux fonctions biologiques des exosomes tumoraux ont révélé un 

rôle sur le système immunitaire117,205,206 (Figure 12). Depuis, de nombreux mécanismes ont été 

identifiés, notamment dans la suppression de l’immunité anti-tumorale. Ainsi, les exosomes sont 

capables d’inhiber l’activité des lymphocytes T via l’expression à leur surface de points de contrôles du 

système immunitaire tels que CTLA-4 et PD-L1, qui, une fois liés à leur récepteurs sur les lymphocytes 

T, les rendent anergiques207–209. Poggio et ses collègues ont récemment démontré que PD-L1 exosomal 

était capable d’induire une immunosuppression à lui seul, renforçant un peu plus le rôle des exosomes 

dans le cancer210. Ces nanovésicules sont aussi capables d’induire l’apoptose des cellules T, notamment 

via l’expression de ligands tel que Fas211,212 mais aussi via leur contenu en micro-ARNs213. Ils sont 

également capables de recruter d’autres acteurs du système immunitaire comme les cellules T 

régulatrices, via l’expression de la chemokine CCL20, puis d’induire leur expansion, ce qui augmente 

leurs fonctions immunosuppressives214. Notre équipe a aussi démontré que les exosomes dérivés de 

tumeurs pouvaient activer les cellules myéloïdes suppressives (MDSCs) via la forme membranaire de 

HSP70, et de promouvoir la croissance tumorale215. Un autre effet immunosuppresseur des exosomes 

réside dans leur capacité à inhiber les cellules NK, via l’inhibition de l’expression de son récepteur 

NKG2D216,217. Enfin, les exosomes peuvent affecter la fonction et la différenciation des cellules 

dendritiques et des macrophages218. Ainsi, il existe une large diversité de mécanismes qui soulignent 

les différents effets des exosomes sur le système immunitaire dans la littérature129,218. 
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6.6.2.3. Effets sur l’angiogenèse et l’hypoxie : 

La néoangiogenèse accompagne la croissance tumorale ; elle permet d’acheminer les nutriments et 

autres métabolites nécessaire à la croissance des cellules cancéreuses. Elle constitue également une 

voie privilégiée de la formation des métastases. Des études ont montré que les exosomes dérivés de 

tumeurs favorisaient la vascularisation de la tumeur (Figure 12). Par exemple, la tétraspanine 8 

contribue au recrutement sélectif de protéines et d’ARNm dans les exosomes tumoraux qui, une fois 

absorbés par les cellules endothéliales, induit une augmentation de la prolifération, de la migration et 

de la maturation des progéniteurs endothéliaux, favorisant ainsi la néoangiogenèse au niveau de la 

tumeur186. De la même manière, dans le mélanome, la protéine WNT5A entraine la libération 

d’exosomes contenant des facteurs proangiogéniques tels que le VEGF ou MMP2219, tandis que dans 

le cancer de la tête et du coup, les exosomes contiennent la protéine EPHB2 et contribuent à 

l’angiogenèse tumorale220. 

L’hypoxie est un phénomène particulièrement présent au cœur des tumeurs solides, de même que la 

néoangiogenèse. Ainsi, les exosomes dérivés de glioblastome sont enrichis en facteurs de régulation 

de l’hypoxie et reprogramment les cellules endothéliales afin de stimuler la formation de nouveaux 

vaisseaux sanguins221. De la même manière, les exosomes dérivés de tumeur du poumon hypoxique 

libèrent le miR-23a qu’ils contiennent, dans les cellules endothéliales afin de favoriser l’angiogenèse222. 

Les cellules cancéreuses sont donc capables d’utiliser les exosomes pour stimuler l’angiogenèse et 

favoriser la croissance tumorale. 

6.6.2.4. Effets sur la formation des métastases : 

Plusieurs études ont également démontré un rôle des exosomes dérivés de tumeurs au niveau de 

différentes étapes de la formation des métastases (Figure 12). Ainsi, dans un modèle de cancer 

mammaire murin, Tominaga et ses collègues ont révélé que le miR-181c exosomal entrainait la 

dégradation de la barrière hémato-encéphalique et promouvait ainsi la formation de métastases 

cérébrales223. De façon similaire, le miR-105 contenu dans les exosomes dérivés de cancer du sein 

entraine la formation de métastases pulmonaires et cérébrales via la dégradation de l’ARNm codant 

pour la protéine ZO-1, constituant important de la perméabilité vasculaire224. 

Dans le mélanome, deux études ont souligné le rôle des exosomes contenant la protéine MET dans la 

formation des métastases225,226. Ces derniers sont capables de recruter et d’éduquer des progéniteurs 

de la moelle osseuse vers un phénotype pro-métastatique via le transfert du récepteur de tyrosine 

kinase MET, et ainsi d’initier la formation d’une niche pré-métastatique226. Dans le cancer du pancréas, 

les exosomes dérivés de tumeur sont enrichis en la protéine MIF qui, une fois assimilés par les cellules 

de Kupffer du foie, induit une libération de TGF- qui créé un environnement favorable à la formation 
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de métastases dans ce même organe227. De plus, Hoshino et ses collègues ont démontré que le profil 

en intégrines des exosomes dictait l’organotropisme, c’est-à-dire l’endroit où les métastases vont 

préférentiellement se développer185. 

Ainsi, les exosomes semblent être une voie de communication importante dans l’établissement de 

foyer métastatiques. Il est néanmoins nécessaire de poursuivre les recherches afin de déterminer dans 

quelles mesures les exosomes sont importants dans ce processus. Des techniques d’imageries 

innovantes ont été développées dans cette optique228,229. 

6.6.2.5. Rôles dans la résistance à la thérapie : 

Plusieurs études ont indiqué que les exosomes peuvent médier la résistance à la thérapie, notamment 

au travers de l’export des drogues chimiothérapeutiques en dehors de la cellule (Figure 12). Par 

exemple, les cellules de carcinome ovarien humain résistantes au cisplatine possèdent un dérèglement 

du fonctionnement lysosomal qui aboutit à une sécrétion accrue d’exosomes contenant du 

cisplatine230. Ensuite, les exosomes tumoraux sont capables de transférer des protéines associées à la 

résistance aux drogues. Parmi ces protéines, TRPC5, présente dans les exosomes dérivés de cellules 

MCF-7 résistantes à la doxorubicine, est capable de transférer la résistance à la chimiothérapie dans 

les cellules réceptrices231. Mais les exosomes peuvent aussi agir via le transfert de matériel génétique. 

Ainsi, des chercheurs ont montré que les exosomes étaient capables de transférer la capacité de 

résistance aux drogues via le transfert du miR-100-5p dans le cancer du poumon232, ou le long ARN non 

codant ARSR dans le cancer du rein233. De plus, ces nanovésicules dérivées de tumeur peuvent 

transférer des molécules anti-apoptotiques ou qui favorisent la survie cellulaire. C’est par exemple le 

cas des exosomes dérivés de cancer du foie qui inhibent l’apoptose induite par le Sorafenib234. Enfin, 

les exosomes sont capables d’agir comme des leurres afin de tromper les thérapies ; dans le cancer du 

sein, les exosomes porteurs de la protéine HER2 sont capables de fixer le trastuzumab et par 

conséquent d’empêcher son action contre les cellules cancéreuses235. De la même manière, dans le 

lymphome B malin les exosomes porteurs de CD20 protègent les cellules cancéreuses des anticorps 

dirigés contre cette protéine236. 

Ces études soulignent ainsi l’importance de l’étude des exosomes dans les mécanismes de résistance 

aux thérapies et constituent, de fait, des cibles thérapeutiques. 
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6.7. Utilisation des exosomes en tant que biomarqueur : 

La biologie des exosomes dans le cancer est encore un sujet émergent et le nombre de travaux sur leur 

utilisation en tant que biomarqueur ne cesse de croitre. Sachant de plus en plus que ces nanovésicules 

jouent un rôle important dans le cancer, les chercheurs tentent de tirer parti du contenu biologique 

des exosomes afin d’établir des biomarqueurs circulants robustes, notamment via des analyses 

multiparamétriques. Il existe ainsi pléthore de publications suggérant l’utilisation d’une ou plusieurs 

molécules particulières présentes dans les exosomes pour le diagnostic, le pronostic ou le suivi du 

cancer139,237–239. Le but de cette partie n’est pas d’être exhaustif mais d’illustrer les potentielles 

applications cliniques des exosomes à l’aide de quelques exemples marquants. 

  

 Figure 12 : Rôle des exosomes dérivés de tumeur. Les exosomes dérivés de cellules tumorales peuvent influencer le 
microenvironnement local mais aussi systémique. Ils peuvent interagir avec le microenvironnement tumoral pour promouvoir 
l’angiogenèse (angiogenesis), en activant les cellules endothéliales (endothelial cell) et en augmentant la formation de 
capillaires (capillary formation) via une sécrétion accrue de VEGF. Les exosomes sont également capables d’induire un 
environnement immunosuppressif via l’activation des MDSCs et des Treg, qui aboutit à l’inhibition de la fonction cytotoxique 
des cellules T (inhibition of cytotoxic effector function). De plus, les exosomes modulent la formation de niche pré-
métastatique et détermine l’organotropisme en y altérant le comportement des cellules. Enfin, via le transfert de 
transporteurs de drogues ou via son action en tant que leurre (decoy), les exosomes favorisent la progression tumorale, la 
survie (promotion of survival) et la résistance aux drogues (drug resistance). D’après Dassler-Plenker, Biochim Biophys Acta 
Rev Cancer, 2020. 
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6.7.1.  Le contenu protéique des exosomes en tant que biomarqueur : 

De nombreuses équipes de recherche ont révélé la surexpression d’une ou plusieurs protéines au sein 

des exosomes et leur corrélation avec la présence ou le stade de la maladie. Par exemple, en 2012, 

Peinado et ses collègues ont identifié une signature protéique spécifique dans les exosomes circulants 

de patients atteints de mélanome métastatique, composée de MET, VLA-4 et TYRP-2226. Une autre 

étude suggère l’utilisation des protéines MIA et S100B pour le diagnostic et le pronostique du 

mélanome240. Moon et al ont quant à eux identifié dans deux études différentes l’utilité potentielle 

des protéines Del-1 et de la fibronectine dans les exosomes pour la détection précoce du cancer du 

sein241,242. Des techniques à haut débit ont également permis de révéler une utilité potentielle en tant 

que biomarqueur, notamment la spectrométrie de masse. Ainsi, Arbelaiz et ses collègues ont identifié 

une combinaison de protéines dans les exosomes capable de diagnostiquer un cancer du foie avec une 

précision correcte243. De la même manière, une équipe a démontré que le phosphoprotéome des 

exosomes pouvait avoir une utilité diagnostique dans le cancer du sein244. 

Mais les exosomes semblent aussi utiles dans le suivi du cancer. Ainsi, des chercheurs ont montré que 

les patients atteints d’un cancer des ovaires qui possèdent un taux élevé de E-cadhérine dans les 

exosomes circulants, avaient une probabilité de survie statistiquement inférieure245. Mais une des 

protéines exosomales qui concentre le plus d’espoir reste PD-L1, dont le ciblage par des anticorps 

monoclonaux a révolutionné la prise en charge des patients atteints de cancer. L’intérêt est d’autant 

plus grand que la détection de la présence de cette protéine par IHC présente plusieurs inconvénients. 

Ainsi, Chen et ses collègues ont récemment démontré que le dosage de PD-L1 dans les exosomes 

circulants de patients atteints de mélanome était capable de prédire la réponse à l’immunothérapie246. 

Notre équipe a également obtenu les mêmes résultats et démontré son utilité en tant que facteur 

pronostique puisque le taux de PD-L1 dans les exosomes corrèle également avec la probabilité de 

survie globale et sans progression207. D’autres études ont aussi mis en valeur l’utilité de cette protéine 

en tant que marqueur circulant dans d’autres cancers208,209,247. Enfin, une autre possibilité réside dans 

l’étude du profil des intégrines présentes dans les exosomes afin d’identifier précocement l’organe où 

les métastases vont préférentiellement se développer185. 

La recherche sur les exosomes s’orientent cependant vers l’étude de sous-populations d’exosomes 

particulières, en vue d’une médecine toujours plus personnalisée144,181. Melo et ses collègue ont par 

exemple démontré l’utilité des exosomes porteurs de la protéine glypican-1 (GPC1) dans le diagnostic 

précoce et le suivi du cancer du pancréas248. En effet, les auteurs ont révélé que la détection 

d’exosomes GPC1+ circulants permettait non seulement de diagnostiquer un cancer du pancréas avec 

une parfaite précision, mais également de prédire la survie globale et sans progression des patients248. 

Cette étude a également été réalisée par des laboratoires indépendants dans le cancer du sein et du 
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colon249–251. D’autres chercheurs ont identifié des sous-populations particulières d’exosomes au 

potentiel biomarqueur ; Yioshioka et ses collègues ont par exemple mis au point une technologie basée 

sur l’immunocapture des exosomes et identifié que les exosomes CD147+ pouvaient être utiles pour 

diagnostiquer un cancer colorectal252. 

L’étude des protéines exosomales, qu’elles soient dans la lumière ou membranaires, présente donc un 

fort potentiel en tant que biomarqueur. Néanmoins, les exosomes contiennent également du matériel 

génétique qui possède aussi une valeur clinique potentielle. 

6.7.2.  Le contenu en acide nucléiques des exosomes en tant que biomarqueur : 

Les exosomes tumoraux contiennent des acides nucléiques fonctionnels dont l’expression est altérée 

vis-à-vis de la cellule hôte. On y retrouve ainsi différents types d’ARN et d’ADN23,171,238. 

En 2016, Yuan et ses collègues ont réalisé une analyse transcriptomique des exosomes qui a révélé la 

composition en ARN des exosomes. On retrouve ainsi majoritairement des micro-ARNs (40,4%), des 

piARNs (40%), des pseudo-gènes (3,7%), des lncARNs (2,4%), des ARNt (2,1%) et de l’ARNm (2,1), 

chacun présentant un potentiel biomarqueur253. D’autres types d’ARNs sont également présents 

comme les ARNs circulaires254. 

La très grande majorité des études sur le matériel génétique dans les exosomes concerne les micro-

ARNs ; on trouve ainsi une grande quantité de publications traitant de la potentielle utilisation d’un ou 

plusieurs micro-ARNs en tant que biomarqueur de diagnostic, de pronostic ou de suivi du cancer255,256. 

Un des micro-ARNs des exosomes circulants les plus décrits dans la littérature est le miR-21, dont la 

surexpression a été identifiée dans de nombreux cancers tels que le glioblastome, le pancréas, le 

cancer colorectal, du foie, du sein, des ovaires ou encore les cancers oraux, mais aussi dans les 

exosomes dérivés d’urine de patient atteints d’un cancer de la vessie et de la prostate255–257. La 

surexpression du miR-1246 a été quant à elle corrélée aux différents stades et à la probabilité de survie 

globale des patients atteints d’un cancer de la prostate258. Il a également été décrit comme étant 

surexprimé dans d’autres cancers259,260. Les miR-155 et 17-92 ont eux aussi été identifiés comme des 

oncomirs, c’est-à-dire des micro-ARNs qui favorisent la croissance tumorale, et associés avec différents 

paramètres cliniques dans plusieurs types de cancers256. Mais il est également possible de cibler 

l’expression de micro-ARNs suppresseurs de tumeurs comme le miR-143 dont la sous-expression a été 

associée aux cancers du foie, du sein, du colon ou encore du pancréas256. Une autre stratégie utilisée 

par certaines équipes de recherche vise à utiliser une combinaison de micro-ARNs afin d’améliorer la 

précision clinique de ces biomarqueurs. Différentes études ont ainsi été publiées sur le potentiel 

clinique d’une signature particulière de micro-ARNs des exosomes dans différents cancers, notamment 

pour le diagnostic et le pronostic261–263. 
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La détection de mutations au niveau de l’ARNm semble également être pertinente en clinique. Ainsi, 

McKiernan et ses collègues ont mis au point un test d’expression génique des exosomes dérivés d’urine 

capable de prédire un cancer de la prostate264–266. Enfin, l’avancée des technologies a récemment 

permis aux chercheurs d’étudier l’expression d’autres types d’ARN dans les exosomes tels que les 

lncARNs ou les ARNs circulants et leur potentielle utilisation en tant que biomarqueur du cancer178,267–

270. 

Des études ont également suggéré que de petites quantités d’ADN pouvaient être détectées dans les 

exosomes et permettait d’identifier des mutations associées au cancer22,23,271. Ainsi, plusieurs équipes 

sont parvenues à détecter des mutations des gènes KRAS et TP53 dans les exosomes, dont la fréquence 

permettrait de diagnostiquer un cancer du pancréas22,271–274. 

 

Les exosomes, au travers de leur composition, présentent donc de nombreuses applications 

potentielles en tant que biomarqueur dans le diagnostic et le suivi du cancer. La recherche s’oriente 

désormais vers une approche combinatoire qui vise à analyser des marqueurs de nature différente afin 

d’améliorer la spécificité et la sensibilité des tests. C’est par exemple le cas de l’étude de Melo et ses 

collègues qui a détecté la mutation KRASG12D dans les exosomes GPC1+ uniquement, et dont la 

combinaison permet de détecter des lésions intra-épithéliales pancréatiques avant l’imagerie248. Une 

autre équipe a démontré que la détection des mutations du gène EGFR à partir de l’ARN et de l’ADN 

des exosomes, combiné à l’ADNtc permettait d’améliorer la sensibilité du test diagnostic275. 

Cependant, malgré les nombreuses recherches menées à ce jour, les exosomes ne sont pas encore 

utilisés en clinique, faute d’études cliniques démontrant un gain réel chez un grand nombre de 

patients. C’est ce vers quoi doit désormais se tourner la recherche sur les exosomes ; il y a ainsi 

actuellement 32 essais cliniques en cours dans le monde qui visent à étudier l’utilité des exosomes en 

tant que biomarqueur du cancer (https://clinicaltrials.gov/). 
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7. Les protéines de choc thermique (HSPs) : 

7.1.  La réponse au stress cellulaire : 

L’homéostasie se définit par la capacité que peut avoir un système quelconque à conserver son 

équilibre de fonctionnement en dépit des contraintes qui lui sont extérieures. Ainsi, l’homéostasie 

cellulaire consiste en un mécanisme d’autorégulation dynamique, mis en place par les cellules afin de 

répondre à tout type de stress. Ces stimuli peuvent être de nature environnementale (stress oxydatif, 

hypoxie, température élevée), chimique (chimiothérapies, alcool) ou encore physiologique 

(inflammation). Les cellules sont donc capables de s’accommoder à ces types de stress afin de résister 

et de survivre. 

Le concept de réponse cellulaire au stress a été décrit pour la première fois en 1962 par Ritossa et ses 

collègues276. Les chercheurs ont en effet observé une boursouflure des chromosomes géants de 

glandes salivaires de drosophile suite à un choc thermique ou à un agent chimique, qui se traduisait 

par une synthèse d’ARN très rapidement augmentée276,277. C’est la naissance du concept de réponse 

au choc thermique. Douze ans après ces premières observations, Tissières et ses collègues ont 

démontré que ces boursouflures des chromosomes en réponse à un choc thermique s’accompagnait 

d’une plus grande production de protéines, qu’ils vont appeler les « protéines de choc thermique » 

(Heat Schock Proteins, HSPs)278. Depuis, on a découvert que ces protéines sont très conservées et 

présentes dans la grande majorité des espèces279,280. 

La réponse au stress se caractérise par la surexpression des HSPs en réponse à un stress aigu ou 

chronique280. Cette augmentation de l’expression protéique a lieu grâce à un facteur de transcription 

appelé « Heat shock factor » (HSF) qui, une fois activé, se lie sur une région particulière de l’ADN 

appelée « Heat shock element » (HSE). Cette fixation va déclencher la transcription des gènes des HSPs 

inductibles, puis entrainer leur traduction dans la cellule280. Chez les vertébrés, il existe plusieurs 

membres de la famille des HSF (HSF1-4). De façon générale, HSF1 est le facteur de transcription 

majoritaire chez les vertébrés. HSF1 et HSF3 sont activés en réponse à différents types de stress, alors 

que HSF2 est induit lors de processus de différenciation279,281,282 et HSF4 comme un modulateur dans 

le développement et la maintenance des organes sensoriels283,284. 

HSF1 reste donc l’acteur majeur de la réponse au stress chez l’Homme. En réponse à un stimuli, HSF1 

va passer de sa forme monomérique inactive dans le cytoplasme, à une forme trimérique active qui va 

subir de nombreuses modifications post-traductionnelles régulant son activité et sa stabilité. Cette 

trimérisation est suivie d’une translocation dans le noyau dans lequel les trimères de HSF1 vont se lier 

aux HSE, dans le promoteur des gènes des HSPs285. Cette fixation déclenche alors la synthèse des HSPs 
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qui vont avoir au sein de la cellule un rôle de chaperon moléculaire qui permet de maintenir 

l’homéostasie cellulaire, favoriser la survie et réparer les dommages protéiques279. Le retour à une 

situation normale se fait via l’acétylation du domaine de liaison à l’ADN de HSF1 ainsi que par les 

protéines de choc thermique HSP90 et HSP70 qui vont maintenir HSF1 sous forme de monomère inactif 

(Figure 13). Un stress trop sévère ou trop long entraine quant à lui des dommages trop importants 

pour les capacités de réparation de la cellule, qui entrera alors dans un processus de mort par apoptose 

ou par nécrose. 

 

7.2. Classification des HSPs : 

Les HSPs sont classées en fonction de leur poids moléculaires. On distingue ainsi 6 grandes familles de 

HSPs chez les mammifères : HSP110, HSP90, HSP70, HSP60, HSP47 et les petites HSPs ou small heat 

shock proteins (sHSP) (Tableau 1)286. Bien que les HSPs partagent des propriétés communes, chaque 

classe possède des caractéristiques particulières du fait de leur localisation cellulaire, leur dépendance 

ou non à l’ATP ou encore leur mécanisme d’action. Les HSPs peuvent être exprimé de façon 

constitutionnelle ou induite, et son retrouvées dans différents compartiments cellulaires : le 

cytoplasme, le noyau, la mitochondrie, le réticulum endoplasmique ou encore dans les membranes. Il 

existe une liste non exhaustive des HSPs, certaines étant plus étudiées que d’autres. Quatre familles 

nous intéressent particulièrement ici.    

  

Figure 13 : Représentation schématique de la réponse au stress par HSF1 chez les vertébrées. Le stress cellulaire induit la 
trimérisation de HSF1 puis sa relocalisation dans le noyau cellulaire. La phosphorylation stimule son activité transcriptionnelle, 
permettant ainsi la synthèse des gènes des HSPs. D’après la thèse de Margaux Sevin, Rôle des protéines de choc thermique 
dans les néoplasies myéloprolifératives : implication de HSP27 dans la myélofibrose, 2017. 
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7.3. Structure des principales HSPs : 

7.3.1.  HSP27 : 

La famille des petites HSPs est composée de 10 membres partageant tous un domaine commun appelé 

-crystallin et diffèrent par leurs région N-terminale et C-terminale (Tableau 1, Figure 14). Le membre 

le plus étudié des petites HSPs est HSP27. HSP27 une protéine chaperon de 27 kDa exprimée dans tous 

les tissus humains. Elle possède des sites de phosphorylation en N-terminal qui vont réguler sa forme 

tridimensionnelle : à l’état phosphorylé, HSP27 se trouve sous forme de dimère tandis que sous une 

forme non phosphorylée, HSP27 est capable de former des oligomères allant jusqu’à 800 kDa287 (Figure 

14). Ainsi, HSP27 agit tel un senseur cellulaire qui modifie son activité via des interactions moléculaires 

en fonction de l’environnement physiologique287,288. 

 Tableau 1 : Nomenclature des principales familles des HSPs chez l'Homme. D’après Kampinga et al, Cell 
stress and chaperones, 2009. 

 



48 
 

7.3.2. HSP90 : 

La famille HSP90 est fortement conservée au cours de l’évolution. On distingue 5 sous-familles classées 

en fonction de leur localisation subcellulaire (Tableau 1)286. Ce sont également des chaperons 

moléculaires dépendants de l’ATP qui sont exprimés à des niveaux très élevés dans la cellule. 

Les formes les plus étudiées sont HSP90, dont l’expression dans le cytosol et le noyau est inductible, 

et HSP90 qui, elle, est constitutivement exprimée dans le cytoplasme. Tous les membres de la famille 

possèdent une structure conservée, divisée en 3 parties : un domaine C-terminal responsable de la 

dimérisation, un domaine médian qui constitue le PBD, et un domaine N-terminal contenant un site 

de liaison à l’ATP (ABD)289,290 (Figure 14). HSP90 agit le plus souvent sous forme d’homodimère mais 

peut, dans certains cas, agir sous forme d’hétérodimère ou de monomère. 

7.3.3. HSP110 : 

La famille HSP110 est constituée de 4 membres, chacun étant encore mal connu286. La plus étudiée 

dans la littérature est HSP105. C’est aussi un chaperon moléculaire de 105 kDa qui existe sous 2 

isoformes : HSP105, constitutivement exprimée dans le cytoplasme et le noyau des cellules, et 

HSP105, exprimée de façon inductible suite à un épissage alternatif de la forme , dans le noyau 

exclusivement. Leur structure sont également très proches et sont constituées de 4 principaux 

domaines : un domaine N-terminal qui forme l’ABD, un domaine qui forme le PBD, un domaine 

« Loop » qui contient signal de localisation nucléaire (NLS, Nuclear Localization Signal) et un domaine 

C-terminal qui contient un signal d’export nucléaire (NES, Nuclear Export Signal)291,292 (Figure 14). 

7.3.4. HSP70 : 

La famille HSP70 est la plus conservée au cours de l’évolution. C’est également la plus connue et la plus 

étudiée. Cette famille est constituée de 13 isoformes qui diffèrent par leur séquence en acide-aminés, 

leur niveau d’expression et leur localisation subcellulaire (Tableau 1)286. Certaines sont exprimés 

constitutionnellement comme HSC70, tandis que d’autres sont inductibles telle que HSP70-1 

(HSPA1)293. 

Néanmoins, la structure des isoformes de HSP70 est très conservée. HSP70-1 (HSPA1) est le membre 

le mieux décrit dans la littérature. C’est un chaperon moléculaire de 70 kDa, dépendant de l’ATP294. Sa 

structure se divise en deux domaines principaux : un domaine N-terminal qui forme l’« ATP Binding 

Domain » (ABD), capable de fixer l’ATP et de l’hydrolyser, et un domaine C-terminal qui forme le 

« Peptide Binding Domain » (PBD) permettant d’interagir avec ses partenaires295. Ce dernier inclue 

notamment un motif EEVD, nécessaire à la liaison et au repliement du substrat, ainsi qu’à la fixation 

d’autres HSPs ou co-chaperons (Figure 14). Contrairement à HSP27, HSP70 est présent sous forme de 
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monomère dans la cellule, et peut être localisée dans la cellule, à la membrane, ou dans le milieu 

extracellulaire. Dans ce travail, nous nous intéresserons plus particulièrement à HSP70. 

  

Figure 14 : Structure des principales HSPs. A) Structure de HSP110 qui est composée de 4 domaines distincts. B) Structure d’un 
monomère de HSP90 : N représentant le domaine amino-terminal capable de lier l’ATP, M représentant le domaine médian, 
C représentant le domaine c-terminal responsable de la dimérisation de HSP90 et qui contient le motif MEEVD nécessaire à la 
fixation de co-chaperons. C) Structure de HSP70. D) Structure et organisation de HSP27 selon son statut de phosphorylation. 
Adaptée de la thèse de Margaux Sevin, Rôle des protéines de choc thermique dans les néoplasies myéloprolifératives : 
implication de HSP27 dans la myélofibrose, 2017. 
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7.4. Fonctions de HSP70 : 

7.4.1.  Rôle de chaperon moléculaire : 

Les protéines HSP70 sont des composants essentiels du réseau cellulaire des chaperons moléculaires. 

Elles participent à une large diversité de processus de repliement de protéines dans la cellule par leur 

association transitoire avec leur substrat. Les HSP70 participent à de nombreuses fonctions cellulaires 

en condition normales incluant le repliement des protéines néosynthétisées, la translocation des 

polypeptides dans les mitochondries et le réticulum endoplasmique, à l’assemblage et désassemblage 

de complexes protéiques, à la régulation de l’activité de certaines protéines ou encore en assistant le 

cycle d’autres HSPs ou co-chaperons (Figure 15)296,297. 

En réponse à un stress cellulaire, la cellule va rapidement synthétiser les formes inductibles de HSP70, 

notamment HSPA1, afin de permettre de maintenir l’homéostasie et la survie cellulaire. HSP70 va ainsi 

empêcher l’agrégation des protéines, solubiliser les agrégats protéiques, promouvoir le repliement des 

protéines incorrectement repliées ou non repliées ou encore favoriser la dégradation des protéines 

aberrantes ou des agrégats via des systèmes de dégradation tels que le protéasome ou l’autophagie 

médiée par les chaperonnes294,296,297 (Figure 15). 

Ces activités sont rendues possibles par l’intermédiaire de son cycle allostérique chaperon qui a lieu 

en trois étapes : (i) HSP40 prend en charge la protéine cliente dénaturée et viens la fixer à l’ABD de 

HSP70. A cette étape, l’ATP est déjà fixée à l’ABD de HSP70 et lui permet d’avoir une conformation dite 

« ouverte ». (ii) L’hydrolyse de l’ATP en ADP entraîne le transfert du substrat, en l’occurrence la 

protéine dénaturée, dans le PBD de HSP70 qui se referme. HSP40 quitte alors le complexe. (iii) Des 

facteurs d’échanges nucléotidiques (NEF) comme HSP110 viennent s’associer au complexe afin de 

stimuler l’échange de l’ADP par l’ATP, ce qui provoque le relargage de la protéine renaturée. Une fois 

le cycle terminé, si la protéine cliente relarguée est toujours défectueuse, elle est soit dirigée vers le 

protéasome ou l’autophagie médiée par les chaperonnes, soit dirigée vers HSP90 pour un repliement 

plus complexe294,296–298 (Figure 16). 
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 Figure 15 : Rôles de HSP70 dans la cellule. HSP70 joue un rôle en conditions normales (housekeeping activities) et en condition 
de stress (stress-related activities). En conditions de stress, HSP70 est capable d’empêcher l’agrégation des protéines (protein 
agrégation prevention) ou de les désagréger (protein disagregation), de replier correctement les protéines (protein folding) 
ou de favoriser leur dégradation (protein degradation). D’après Rosenzweig et al, Nature Reviews Molecular Cell Biology, 
2019. 

 Figure 16 : Cycle allostérique chaperon de HSP70. HSP40 vient fixer la protéine cliente dénaturée sur HSP70 déjà liée à l’ATP. 
L’hydrolyse de l’ATP entraîne un changement de conformation de HSP70 qui se « referme » sur son substrat pour le stabiliser. 
Des facteurs d’échanges nucléotidiques (NEF) viennent ensuite catalyser le remplacement de l’ADP par l’ATP menant ainsi au 
relargage du substrat. D’après la thèse Margaux Sevin, Rôle des protéines de choc thermique dans les néoplasies 
myéloprolifératives : implication de HSP27 dans la myélofibrose, 2017. 



52 
 

7.4.2. Rôle anti-apoptotique : 

HSP70 est une protéine hautement conservée dont l’expression augmente les capacités de la cellule à 

survivre en conditions de stress intense. Plusieurs études ont montré qu’une modification de 

l’expression de HSP70 jouait sur la mort cellulaire à différents niveaux299–301. 

Comme son nom l'indique, la voie extrinsèque de l'apoptose est déclenchée par un signal extérieur à 

la cellule. Cette voie est activée par liaison des ligands des récepteurs à domaines de mort tels que TNF 

(Tumor Necrosis Factor), FAS et TRAIL (Tumor necosis factor-Related Apoptosis-Inducing Ligand). Cette 

fixation entraine la formation à la membrane d’un complexe protéique appelé DISC (Death-Inducing 

Signaling Complex), qui est composé des molécules adaptatrices FADD (Fas Associated Death Domain) 

et de la procaspase 8, et déclenche ensuite la cascade des caspases. HSP70 est capable d’interagir avec 

différentes protéines de cette voie afin d’empêcher la cascade de signalisation aboutissant à 

l’apoptose. Ainsi, HSP70 se lie à JNK (c-Jun N-terminal Kinase) inhibant ainsi la mort cellulaire302,303. 

Ceci a également pour effet de bloquer l’activation de la protéine Bid302. Par ailleurs, HSP70 est 

également capable d’empêcher la formation du complexe DISC et la signalisation qui en découle304. 

Enfin, HSP70 chaperonne la protéine Akt, ce qui la stabilise, et promeut la voie de signalisation qui 

favorise la survie cellulaire305 (Figure 17). 

Contrairement à la voie extrinsèque, la voie intrinsèque de l'apoptose est déclenchée par des signaux 

internes à la cellule. En effet, elle repose principalement sur la rupture ou l’ouverture de la 

mitochondrie, ce qui permet la libération dans le cytosol de molécules pro-apoptotiques telles que le 

cytochrome c, SMAC/DIABLO, ou encore l’AIF (Apoptosis Inducing Factor). Ces molécules vont ensuite 

chacune induire l’apoptose via différentes voies ; Le cytochrome c s'associe à APAF1 et la procaspase-

9 pour former un complexe nommé apoptosome, qui est capable de déclencher la voie des caspases. 

SMAC/DIABLO inhibe les protéines de la famille des IAP (Inhibitor of apoptosis) et lève ainsi l’inhibition 

de l'activité des caspases tandis que AIF est capable d’induire à lui seul l’apoptose. Ici aussi, HSP70 est 

capable de prévenir la mort cellulaire via des interactions avec de nombreux membres de cette voie 

de signalisation. Par exemple, HSP70, couplé à HSP40, bloque la translocation de Bax, empêchant ainsi 

la perméabilisation de la membrane mitochondriale et donc la libération du cytochrome c et de 

l’AIF299,306. De plus, HSP70 est capable de se fixer directement à AIF et d’inhiber ainsi l’apoptose307. 

D’autre part, il a été démontré que HSP70 peut se lier à Apaf-1 et empêcher le recrutement de la 

procaspase-9 pour former l’apoptosome308,309. Enfin, HSP70 est capable d’inhiber des cibles de la 

caspase-3 telles que GATA-1 (GATA binding protein 1)310, CAD (Caspases-Activated DNase)311 et la 

protéine de réparation de l’ADN, PARP (Poly ADP-ribose Polymerase)312 (Figure 17). 
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En agissant ainsi à différents niveaux de l’apoptose, HSP70 est un puissant agent cytoprotecteur qui 

protège efficacement les cellules de la mort cellulaire. 

 

8. HSP70 et cancer : 

En conditions normales, HSP70 est faiblement exprimé. Cette expression peut augmenter fortement 

mais de façon transitoire en réponse à un stress. Au contraire, les cellules cancéreuses ont la propriété 

de surexprimer continuellement HSP70, qui est essentielle à la survie de nombreux cancers299. 

8.1. HSP70 : tumorigénicité et résistance des cellules cancéreuses : 

Dans une grande majorité de tumeurs solides, HSP70 est surexprimé afin de promouvoir la survie des 

cellules cancéreuses, la tumorigénicité et la résistance à l’apoptose. Des expériences menées sur des 

modèles in vivo ont indiqué que la surexpression de HSP70 entrainait une augmentation de la capacité 

des cellules cancéreuses à former une tumeur313, tandis que la diminution de son expression la 

réduisait fortement314. Ainsi, la forte expression de HSP70 a été corrélée avec une prolifération 

cellulaire élevée, le stade clinique et le mauvais pronostic de patients atteints de cancer du poumon 

non à petites cellules315, de cancer du sein, de l’endomètre, de l’utérus316, ou encore de leucémie317, 

de cancer colorectal318, de la prostate319 ou du foie320. 

 Figure 17 : Rôle anti-apoptotique de HSP70. HSP70 agit sur de nombreux effecteurs de la voie apoptotique extrinsèque (à 
gauche) et intrinsèque (à droite) constituant ainsi une des protéines les plus importantes dans la survie cellulaire. 
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L’expression de HSP70 a également été associée à la réponse au traitement. Ainsi, il a été démontré 

que la surexpression de HSP70 dans la leucémie chronique myéloïde BCR-ABL était associée à la 

résistance à l’imatinib, une chimiothérapie efficace utilisée pour bloquer l’activité tyrosine kinase de 

ce récepteur321,322. De la même façon, Vargas-Roig et ses collègues ont observé que la surexpression 

de HSP70 était corrélée à la résistance à la chimiothérapie du cancer du sein323. Enfin, Une étude a 

montré que la résistance à la radiothérapie était liée à une augmentation de HSP70 dans des cellules 

humaines de glioblastome324. 

Outre ses rôles cytoprotecteurs dans le cytoplasme des cellules, HSP70 a été retrouvé dans le milieu 

extracellulaire, sous une forme libre (soluble), ou associée aux membranes, en particulier à la surface 

des exosomes325,326. Hightower and Guidon ont démontré que cette sécrétion était indépendante des 

mécanismes de mort cellulaire327. Il a été supposé que la surexpression de HSP70 dans les cellules 

cancéreuses entrainait une partie de ces protéines à être exposée à la surface (10 à 15%)328, laissant 

seulement un petit fragment de 14 acides aminés exposé à l’extérieur de la cellule, que l’on appelle le 

« TKD »329. Cependant, les HSPs cytosoliques ne contiennent pas de peptide leader leur permettant 

d’être transportés à la membrane. Plusieurs mécanismes d’externalisation ont ainsi été suggérés tels 

que le chaperonnage de protéines transmembranaires ou encore via l’association avec la phosphatidyl-

sérine330,331. Cependant ces mécanismes sont encore mal connus330. 

8.2. Rôle de HSP70 extracellulaire soluble : 

Tandis que HSP70 intracellulaire est considéré comme un acteur majeur du maintien de l’homéostasie 

cellulaire, sa forme extracellulaire est décrite pour ses fonctions immunomodulatrices332,333. Il a été 

démontré que HSP70 est capable d’induire une réponse immunitaire anti-tumorale via le 

chaperonnage de peptides antigéniques. En effet, HSP70 a été décrit comme ayant un rôle important 

dans la cross-présentation de peptides antigéniques dérivés de tumeur qui sont internalisés par les 

cellules présentatrices d’antigènes (CPA)334. Cette captation par les CPA est suivi d’un « processing » 

de l’antigène, puis de sa présentation sur les molécules de CMH I, qui va induire une réponse T CD8 

cytotoxique dirigée contre les cellules cancéreuses332,333,335. Les complexes peptide-HSP70 ont 

également été décrit comme améliorant l’activation des cellules T CD4 via la présentation sur le CMH 

II des CPA336. Ces données ont poussé les chercheurs à utiliser HSP70 en tant que vaccin dans de 

nombreuses études337–342. 

Cependant, HSP70 est aussi capable d’induire des réponses anti-inflammatoires qui vont favoriser la 

croissance tumorale343. Ainsi, Stocki et ses collègues ont révélé que HSP70 induisait un phénotype 

tolérogène dans les cellules dendritiques monocytaires, et contribue donc à la formation d’un 

microenvironnement immunosuppressif344. De la même manière, des chercheurs ont montré que 
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HSP70 augmentait l’activité des cellules T régulatrices et donc leur capacité à neutraliser le système 

immunitaire345. 

Plus récemment, Fong et ses collègues ont mené une série d’expériences qui ont abouti à la découverte 

de nouveaux récepteurs de HSP70 extracellulaire : les SIGLECs (sialic acid-binding immunoglobulin-like 

lectin)346. Les SIGLECs sont des immunoglobulines qui bloquent l’inflammation via leur interaction avec 

les TLRs. Ainsi, les chercheurs ont montré qu’une liaison de HSP70 avec les différents SIGLECs induisait 

des réponses immunitaires opposées, ce qui pourrait expliquer les effets contradictoires décrits dans 

la littérature346,347. 

Ainsi, de nombreuses études se sont intéressé à la présence de HSP70 soluble dans le sang des patients 

atteints de cancer348. Plusieurs publications relatent d’une corrélation du taux de HSP70 circulant avec 

la présence d’un cancer du foie ou du  pancréas349,350, ou avec le volume tumoral du cancer du 

poumon348,351. Enfin, l’équipe de Gabriele Multhoff a également lié la quantité de HSP70 circulant avec 

la réponse à la radiothérapie349,349,352. 

8.3. Rôle de HSP70 extracellulaire lié aux membranes : 

En 1995, Multhoff et ses collègues ont démontré que les cellules tumorales humaines différaient des 

cellules normale de par leur capacité à exprimer HSP70 à leur surface353. En effet, une large proportion 

de cellules cancéreuses possède une forme membranaire de HSP70, dont seuls 14 acide aminés sont 

exposés au niveau extracellulaire ; ce domaine est appelé le « TKD »329. Cette découverte a mené à 

l’étude du rôle de HSP70 membranaire dans le cancer. Ainsi, Multhoff et son équipe ont montré que 

HSP70 membranaire est capable d’activer les cellules NK et d’induire une lyse tumorale354,355. Par la 

suite, l’équipe a montré que les cellules NK pré-stimulées avec HSP70 ou un dérivé peptidique en 

présence d’IL-2 ou d’autres cytokines induisait une réponse anti-tumorale conséquente, allant jusqu’à 

une étude clinique de phase II dans le cancer du poumon  non à petites cellules356–359.  

L’équipe de Multhoff a ainsi réalisé une étude qui a permis de révéler qu’environ 50% des tumeurs 

présentent HSP70 à la membrane360. De plus, la densité membranaire de HSP70 sur les cellules 

cancéreuses est sélectivement augmentée en réponse à un traitement tel que la chimiothérapie ou la 

radiothérapie361. Elle est également augmentée considérablement dans les métastases362, ce qui 

suggère un rôle de HSP70 membranaire dans leur formation. Ainsi, l’expression de HSP70 

membranaire a été associée avec un pronostic défavorable et une survie globale diminuée chez les 

patients atteints d’un cancer rectal et du poumon363. Sur la base des résultats obtenus, la présence de 

HSP70 à la membrane peut donc être considérée comme un marqueur spécifique des tumeurs 

agressives. 
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Mais plusieurs études indiquent également que HSP70 est présent sous une forme membranaire dans 

la circulation, soit à la membrane des CTCs364, soit des vésicules extracellulaires et notamment des 

exosomes215,357,365,366. Différentes recherches ont indiqué un rôle immunomodulateur des exosomes 

présentant HSP70 à la membrane. Ainsi, les « HSP70-exosomes » exercent des fonctions 

immunostimulantes via l’activation des cellules NK357,366, la maturation des cellules dendritiques365, et 

la surexpression du CMHII sur les CPA367, ce qui aboutit à l’amélioration de la réponse anti-tumorale 

(Figure 18). 

Cependant, d’autres études dont plusieurs de notre équipe, ont également démontré un rôle 

immunosuppresseur des HSP70-exosomes via l’activation des MDSCs215,368,369. Plus précisément, notre 

équipe a révélé que le domaine extracellulaire de HSP70 membranaire (TKD) est capable de se lier au 

récepteur TLR-2 à la surface des MDSCs, et d’activer la voie de signalisation NF-kB. Cette signalisation 

déclenche l’expression de la cytokine inflammatoire IL-6, qui se lie à son récepteur, l’IL-6R, de manière 

autocrine et conduit à la phosphorylation de STAT3 par la voie JAK2215,368. Une fois activées, les MDSCs 

vont inhiber l’activité d’autres effecteurs du système immunitaire et promouvoir la progression 

tumorale (Figure 18). 

 

 Figure 18 : Rôle des HSP70-exosomes sur le système immunitaire. La présence de HSP70 à la membrane des exosomes 
dérivés de tumeur peut engendrer une réponse immunitaire anti-cancéreuse via l’activation des cellules NK, la cytotoxicité des 
cellule T médiée via la maturation des cellules dendritiques, et la surexpression du CMHII à la surface des CPA. Les HSP70-
exosomes peuvent également favoriser la croissance tumorale via l’activation des MDSCs. D’après Elmallah et al, Cancer 
letters, 2020. 
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Les exosomes concentrent énormément d’espoir dans le domaine de la biopsie liquide. Ces 

nanovésicules sont sécrétées par toutes les cellules et sont présentes dans tous les fluides biologiques, 

ce qui les rends très attractif en vue d’un prélèvement peu voire pas invasif, avec le potentiel de 

pouvoir suivre la maladie. La voie de formation des exosomes entraine le chargement spécifique de 

molécules qui peut permettre une analyse multiparamétrique, dans l’optique d’une utilisation en 

clinique. Néanmoins, l’hétérogénéité des exosomes aussi bien au niveau de leur contenu que de leur 

fonction, est un frein à son utilisation en clinique. Un des défis actuels du domaine des VEs réside dans 

la possibilité d’identifier et d’analyser une sous-population particulière d’exosomes. 

Notre équipe travaille depuis de nombreuses années sur les HSPs et notamment HSP70 qui a un rôle 

majeur dans le cancer. HSP70, une des HSPs les  étudiées, est un chaperon moléculaire aux rôles divers 

dans le cancer. Son expression, notamment à la membrane des cellules cancéreuses, a été corrélée 

avec le diagnostic, le pronostic et/ou la réponse au traitement329–331. Notre équipe a démontré que les 

exosomes possédant HSP70 à la membrane étaient capables d’activer les MDSCs via son interaction 

avec le TLR2, et ainsi d’inhiber la réponse immunitaire antitumorale215,368. Nous les avons appelés les 

« HSP70-exosomes ». Par la suite, notre équipe a mis au point une technologie basée sur 

l’interférométrie optique capable de capturer les HSP70-exosomes grâce à un aptamère peptidique 

qui cible spécifiquement la partie extracellulaire de HSP70. Ceci a permis de révéler qu’une large partie 

des exosomes dérivés de cellules cancéreuses présentaient HSP70 à la membrane, comparé aux 

cellules normales, suggérant que ce phénomène est universel dans le cancer (Figure 19)368.  

Mon projet de thèse s’inscrit dans le cadre d’une étude clinique pilote appelée ExoDiag, qui vise à 

déterminer si les HSP70-exosomes dérivés de tumeurs peuvent être utilisés dans le diagnostic et le 

suivi du cancer. Pour cela, nous avons isolé et analysé les exosomes dérivés de plasma de 20 patients 

atteints d’un cancer du sein et 20 atteints d’un cancer du poumon non à petites cellules, deux des 

cancers dont l’incidence est la plus importante en France et dans le monde. Nous les avons également 

suivis tout au long de leur ligne de traitement, pendant 1 an. 

 

Figure 19 : Les HSP70-exosomes sont universel au cancer. A. Liaison des exosomes dérivés de MEF, NCM, B16F10, CT26, 
HCT116 et SW480 immobilisés sur un biocapteur fonctionnalisé avec l’aptamère peptidique A8, déterminé par BLI. B. Analyse 
de l’expression de HSP70 à la membrane des exosomes dérivés de surnageant cellulaire, déterminé par cytométrie en flux. C. 
Courbes d’association des HSP70-exosomes circulants de patients atteints d’un cancer du sein (n=3) et du poumon (n=3), ou 
de contrôles (n=3). Mann-Whitney, p<0,001. D’après Gobbo et al, JNCI, 2016. 
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Supplementary material 

Materials and methods 

Western blotting 

Isolated exosomes were tested for the expression of exosomes markers such as TSG101. Nanovesicles 

were lysed with Laemmli buffer and separated on SDS/PAGE gels. Then, proteins were transferred onto 

a polyvinylidene fluoride (PVDF) membrane (Amersham GE Healthcare Life Sciences) for western-

blotting analysis. After transferring, the membranes were blocked with 5% bovine serum albumin for 

1 hour and incubated overnight at 4°C with antibodies specific for HSP72 (ADI-SPA-810-F, EnzoLife), 

TSG101 (sc-7964, Santacruz), CD9 (ab92726, Abcam), CD63 (NBP2-4225, BioTechne), GRP94 (ab2791, 

Abcam), β-actin (A3854, Sigma Aldrich). Then, the horseradish peroxidase (HRP)-conjugated secondary 

antibody (Jackson ImmunoResearch) was added for 1 h 30 at room temperature (RT). The 

immunoreactive proteins were revealed using ECL detection reagents (34095, ThermoFisher 

Scientific). Band intensities on membrane were captured using Chemidoc XRS+ system and image were 

analyzed using Image Lab software (Bio-Rad Laboratories). 

Dosage of HSP70 

The dosage of HSP70 has been performed by HSP70 High Sensitivity ELISA kit (Enzo Life science) 

according to the manufacturer protocol. 

CTC detection 

Whole blood (7.5mL) was collected in CellSave® preservative tubes. Within 96 h, CTCs were enriched 

using the CellSearch® CTC Kit (Silicon Biosystems, Menarini), with the automated Celltracks® 

Autoprep® system according to manufacturer’s instructions. Isolated cells were collected in a cartridge 

and scanned with the CellTracks analyzer II® System. CTCs were blinded counted by experienced 

investigators. EpCAM- and Cytokeratin-positive and CD45 (common leukocyte antigen)-negative cells 

are identified as CTCs. We used the established cutoff of ≥ 5 CTCs to define CTC‐positive patients. 
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Tumor response evaluation 

Tumor response was determined as best response-based response evaluation criteria in solid tumors 

(RECIST) version 1.0 measurable disease. 

Biolayer Interferometry 

Capture of tumor-derived exosomes have been performed as previously described9. HSP70 exosomes 

capture experiments were conducted with an Octet Red instrument (FortéBio, Menlo Park, CA). The 

ligand (A8 aptamer) was biotinylated using EZ-Link NHS-PEG4-biotin (2 nM, 30 min, RT, Thermo Fisher 

Scientific, Germany) and immobilized on streptavidin sensors (black 96-well plate, FortéBio). 

Functionalized sensors were incubated in PBS (10 min) then incubated with exosomes, recombinant 

human HSP70 (100nM, ADI-ESP, EnzoLife Sciences) or PBS (for 600 seconds). All sensorgrams were 

corrected for baseline drift by subtracting a control sensor exposed to running buffer only (FortéBio, 

Data analysis software version 7.1.0.89). 
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Supplementary legends 

Supplementary Figure 1: Characterization of tumor-derived exosomes. A. Representative western-

blot analysis of exosomes isolated from breast (BrCa) and lung cancer (NSCLC) patients, and healthy 

controls (HC). Cell lysate is used as a control. B. TEM images suggesting the presence of exosomes. C. 

Representative size/distribution profile determined by NTA. 

Supplementary Fig 2: Exosomes concentration does not differ between patients and healthy 

volunteers. A-C. Exosome concentration in the plasma of  breast and lung cancer patients  (A, n=31, 

NM: Non-metastatic n=21, M: Metastatic, n=10) or just in lung cancer (B, n=15, NM: Non-metastatic 

n=10, M: Metastatic, n=5) or in breast cancer patients (C, n=16, NM: Non-metastatic n=11, M: 

Metastatic, n=5), versus healthy controls (n=7), Student t test, ns. 

Supplementary figure 3: Analysis of exosomes in urine samples. A.  NTA quantification of exosomes 

in healthy volunteers (controls) and cancer patients. B.  Capture of exosomes presenting HSP70 in their 

membrane by BLI, using the peptide aptamer A8, from urine samples of metastatic (M, n=18), non-

metastatic patients (NM, n=19) and healthy volunteers (HC, n=14). Recombinant human HSP70 and 

PBS were used as controls, 1way ANOVA, p<0.001. C-D. Expression of HSP70 within urinary exosomes 

in all cancer patients (n=27), metastatic (M, n=17), non-metastatic patients (NM, n=10) and 

healthy volunteers  (n=14), Mean +/- SEM. (1way ANOVA, ns).  
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Supplementary Figure 1: Characterization of tumor-derived exosomes. 

Supplementary Fig 2: Exosomes concentration does not differ between patients and healthy volunteers. 
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Supplementary figure 3: Analysis of exosomes in urine samples. 
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Le travail décrit dans ce manuscrit a pour but d’émettre la preuve de concept de l’utilisation des HSP70-

exosomes en tant que biomarqueur de tumeurs solides. Pour cela, nous avons ouvert une étude 

clinique pilote qui inclue 20 patients des deux cancers les plus fréquents en France : le cancer du sein 

et le cancer du poumon. 

Différentes études indépendantes s’intéressant à HSP70 ont démontré sa surexpression dans les 

tumeurs, à la fois au niveau intracellulaire et membranaire, ainsi que sa sécrétion dans le milieu 

extracellulaire325,329,370,371. Les différents groupes de chercheurs ont également indiqué que 

l’expression de HSP70, qu’elle soit intracellulaire, membranaire ou soluble dans la circulation, corrélait 

avec différents paramètres cliniques importants pour le diagnostic, le pronostic ou le suivi des 

tumeurs331,348,350,363,371. Cependant, aucune étude ne s’est appliquée à étudier l’ensemble de ces 

paramètres dans un même projet. Au cours de ce travail, nous avons pu mettre en évidence que HSP70 

extracellulaire était majoritairement dans les exosomes et que la forme soluble était faiblement 

exprimée dans le plasma des patients. Ceci peut s’expliquer par le fait que la membrane des exosomes 

est enrichie en cholestérol et en certains lipides qui rendent la double membrane plus rigide et stabilise 

HSP70, contrairement à la forme soluble qui est exposée à la dégradation330,370. Ces résultats indiquent 

que la sécrétion de HSP70 se fait préférentiellement via les exosomes, ce qui implique certainement 

un tri spécifique, qui reste néanmoins à démontrer. 

De plus, nous avons montré que l’expression de HSP70 dans les exosomes semblait correspondre à 

celle dans la biopsie tumorale ce qui laisse à penser que les exosomes reproduisent les caractéristiques 

de la tumeur. Enfin, nos résultats indiquent que les patients atteints d’un cancer à un stade 

métastatique possèdent plus de HSP70-exosomes que les non métastatiques, et encore plus que les 

sujets témoins, tandis que le nombre total d’exosomes ne diffère pas. Nous n’avons pas non plus 

observé de différences dans l’urine des patients ; cette analyse semble être plus pertinente pour les 

cancers uro-génitaux264,265,267,372. Il a été décrit que HSP70 à la membrane des cellules cancéreuses est 

une caractéristique propre au cancer, et que ce phénomène semble être présent dans une grande 

majorité des tumeurs solides, faisant de HSP70 membranaire un marqueur tumoral329,330,353,363,373. Nos 

résultats indiquent donc que la quantité de HSP70-exosomes (ie dérivés de tumeur) est d’autant plus 

importante que la maladie est avancée. D’autres recherches sont nécessaires afin de déterminer si la 

quantité de HSP70-exosomes est corrélée au volume tumoral. 

Notre équipe a démontré, en collaboration avec l’équipe du Pr François Ghiringhelli, que les HSP70-

exosomes sont capables d’activer les MDSCs et d’induire un environnement immunosuppressif qui 

favorise la croissance tumorale. Depuis, cette même équipe a observé que les patients atteints d’un 

cancer du côlon à un stade métastatique présentaient significativement plus de MDSCs circulantes que 
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les sujets témoins374. De notre côté, nous avons démontré que les HSP70-exosomes semblent être 

universels au cancer368. Ainsi, ces données semblent converger vers le fait que plus la maladie 

progresse, plus le nombre de HSP70-exosomes sécrété augmente et plus le nombre de MDSCs est 

important, formant ainsi un mécanisme qui permet à la tumeur de croitre. Il est cependant nécessaire 

de confirmer cette hypothèse via une étude portant sur le même type de tumeur, et qui inclue ces 

deux paramètres.  

Ensuite, nous avons montré via nos courbes ROC que la détection des HSP70-exosomes est plus 

sensible et plus spécifique que la détection des CTCs, avec une aire sous la courbe bien plus élevée 

(AUC=0,8968, CI95% = [0,7387-1], p<0,0001 pour les HSP70-exosomes comparé à 0,7857, CI95% = 

[0,5873-0,9842], p=0,0048, pour les CTCs). C’est à notre connaissance la première étude comparant la 

détection de ces deux marqueurs circulants. Nos résultats semblent logiques puisqu’une cellule libère 

des milliers d’exosomes tandis que les CTCs restent un évènement rare et difficile à détecter 

techniquement9,126,375. De plus, les technologies actuelles de détection des CTCs ne permettent pas 

d’identifier totalement toute l’hétérogénéité de ces cellules, ce qui entraine un certain nombre de faux 

positifs et faux négatifs88,376. Au contraire, dans l’optique d’une analyse combinatoire 

multiparamétrique, les exosomes, dont les HSP70-exosomes, sont présents en grand nombre dans la 

circulation sanguine ce qui permet d’envisager moins de contraintes techniques ; je pense notamment 

à la quantité de matériel à disposition pour réaliser des analyses. Nous avons déterminé un seuil 

(préliminaire au vu de la taille de la cohorte), au-delà duquel les patients auraient un risque de 

présenter des métastases : 1,92ng/mL. Ce seuil est bien évidemment à affiner via un jeu de donnés 

plus important.  

Nous avons également démontré que les HSP70-exosomes semblent être utiles dans le suivi des 

patients comme marqueurs de réponse au traitement. En effet, nos résultats indiquent que la variation 

du taux de HSP70-exosomes entre le diagnostic et la première évaluation tumorale par imagerie est 

corrélée à la réponse à la thérapie. Ainsi, nous avons observé que les patients en réponse clinique 

avaient une diminution moyenne de HSP70-exosomes de 77% tandis que les patients progresseurs 

avaient une augmentation moyenne de 92%. Les patients stables avaient quant à eux une variation 

minime, de l’ordre de 1% en moyenne. Ensuite, nous avons également montré que le taux de HSP70-

exosomes pouvait être utilisé pour le suivi à long terme puisqu’il est associé au statut de la maladie 

déterminé par imagerie médicale, chez trois patients que nous avons pu suivre ; au cours du suivi, le 

patient 1 a été diagnostiqué comme répondeur partiel à deux cures différentes, à chaque fois traduites 

par une chute du taux de HSP70, puis comme étant stable pendant plusieurs cures, correspondant à 

une variation quasi nulle du taux de HSP70. Les patients 2 et 3 ont, eux, été diagnostiqués comme 

progresseurs au cours de leur ligne de traitement, phénomène associé à une augmentation importante 
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du taux de HSP70. Ces données sont en adéquation avec la littérature qui indique que l’expression de 

HSP70 dans les biopsies tumorales sont corrélées avec le volume de la tumeur348,373,377. L’hypothèse 

est que le traitement aboutit à une réduction de la taille de la tumeur et donc de la quantité de HSP70-

exosomes libérés. Au contraire, les patients non répondeurs ont très certainement une croissance 

tumorale qui se traduit par une augmentation de cette sécrétion de HSP70-exosomes. 

De plus, nous avons pu observer pour les patients 1 et 2 que le taux de HSP70-exosomes suivait 

l’évolution de la courbe du taux des marqueurs tumoraux conventionnels que sont le CA-15-3 pour le 

cancer du sein et l’ACE pour le cancer du poumon. Cependant, la courbe des HSP70-exosomes contient 

plusieurs piques qui sont absent des courbes des marqueurs tumoraux. Nous avons noté une variation 

à la suite d’une intolérance ou une toxicité excessive de la molécule chimiothérapeutique. Des études 

complémentaires sont nécessaires afin de déterminer si la détection des HSP70-exosomes est une 

méthode plus sensible, qui pourrait notamment refléter plus précisément les changements 

physiologiques. 

De fortes concentrations de HSPs ont été corrélé au diagnostic, au pronostic et la réponse au 

traitement  de différents cancers, à la fois au niveau intracellulaire328,349,356,378–380 et 

extracellulaire126,351,351,352,368,381. Cette étude pilote a permis pour la première fois dans une cohorte 

prospective de fournir une vue d’ensemble de l’expression de HSP70 dans le cancer du sein et du 

poumon. Elle a également permis de démontrer l’intérêt des HSP70-exosomes en tant que potentiel 

biomarqueurs de la croissance tumorale des patients porteurs de tumeurs surexprimant HSP70. Il est 

important de noter que cette étude est une étude pilote, qui vise uniquement à émettre la preuve de 

concept de l’intérêt de cette sous-population d’exosomes dérivés de tumeurs en tant que 

biomarqueurs de tumeurs solides malignes. Afin de démontrer son utilité clinique, il est nécessaire de 

monter des études plus grandes, avec des cohortes plus homogènes. Nous avons d’ores et déjà 

commencé l’extension de cette étude sur une cohorte plus importante de patients atteint du cancer 

colorectal, avec des résultats préliminaires encourageants (Figure 19). 

 

Figure 20 : Résultats préliminaires de l'étude des HSP70-exosomes dans le cancer colorectal. A. Analyse par western-blot 
d’exosomes isolés du plasma de patients atteints d’un cancer colorectal. Un lysat cellulaire a été utilisé comme contrôle. B. 
Capture des HSP70-exosomes des patients métastatiques (M), non-métastatiques (NM) et des sujets sains (HC) par BLI. C. 
Quantification de HSP70 exosomal par ELISA. Student t test, p<0,005. 

 



79 
 

L’identification d’une sous-population d’exosome dérivée de tumeur constitue une première étape 

dans la perspective de l’utilisation des exosomes en tant que biomarqueur. L’apparition d’un anticorps 

commercial dirigé contre la partie extracellulaire de HSP70, couplé à l’émergence de technologies 

innovantes qui permettent l’analyse des VEs, offre la possibilité de déterminer avec précision la 

proportion de HSP70-exosomes dans le plasma de patients atteints d’un cancer. Il pourrait donc être 

possible très prochainement de déterminer si le pourcentage d’exosomes dérivés de tumeurs, mesuré 

de façon quantitative et directe, a une valeur clinique. Cela pourrait également permettre d’isoler 

spécifiquement cette sous-population, par FACS ou via des billes magnétiques par exemple, de façon 

à analyser son contenu. En effet, les exosomes possèdent la capacité de refléter toute la complexité 

tumorale au travers de leur contenu en protéines, en lipides et en matériel génétique. La capacité 

éventuelle d’analyser le contenu biologique des HSP70-exosomes uniquement, et donc des exosomes 

dérivés de tumeurs, offre la possibilité d’une analyse combinatoire puissante en vue d’une utilisation 

diagnostique, pronostique ou de suivi des patients. Le fait de coupler des marqueurs de nature 

différente au sein des exosomes, comme l’expression d’une protéine couplée à celle d’un micro-ARN 

particulier, pourrait permettre d’augmenter la sensibilité et la spécificité d’un test diagnostic basé sur 

les exosomes. 

Enfin, un des défis majeurs de la recherche sur les exosomes consiste à mettre au point une 

technologie permettant une isolation et une analyse plus automatisée, afin de pouvoir envisager son 

utilisation en clinique. En effet, les techniques actuelles d’isolation des exosomes ne sont que très peu 

compatibles avec une routine hospitalière. Ainsi, de nombreuses équipes travaillent sur le 

développement de technologies innovantes, capables d’isoler et d’analyser les exosomes à partir d’un 

faible volume252,382–384. Nous nous penchons également sur le sujet puisque nous travaillons en 

collaboration avec l’équipe du Dr Wilfried Boireau de l’institut Femto de Besançon qui a mis au point 

une plateforme NanoBioAnalytique (NBA) combinant trois techniques : l’imagerie par Résonance des 

Plasmons de Surface (SPRi), la Microscopie à Force Atomique (AFM) et la Spectrométrie de Masse 

(MS)385,386. L’enjeu ici est de coupler leur technologie avec notre aptamère peptidique ou l’anticorps 

spécifique de la partie extracellulaire de HSP70, afin d’analyser le contenu protéique des HSP70-

exosomes. 

A ce jour, les exosomes présentent donc un fort potentiel dans le diagnostic du cancer. Cependant, le 

besoin d’une meilleure connaissance de l’hétérogénéité de ces nanovésicules, le manque de 

standardisation des protocoles, et le manque d’études réalisées à grande échelle retardent son 

apparition en clinique. Actuellement, une seule entreprise, appelée ExosomeDx™, possède une 

technologie sur le marché. Elle est incluse dans les « National Comprehensive Cancer Center Network 

Guidelines » (NCCN) aux Etats-Unis et consiste en la détection de plusieurs mutations dans les 
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transcrits d’exosomes dérivés d’urine de patients atteints d’un cancer de la prostate avec un taux de 

PSA compris entre 2 et 10 ng/mL264,265. Les chercheurs ont établi un score qui permet d’indiquer au 

clinicien si les patients au risque élevé de cancer de la prostate doivent subir une biopsie ou non. Cet 

exemple unique d’application médicale, à la valeur clinique clairement établie, illustre parfaitement le 

potentiel des exosomes dans le diagnostic du cancer. 

 

CONCLUSION GENERALE 
 

Ce travail a donc permis d’émettre la preuve de concept de l’utilisation des HSP70-exosomes dérivés 

de tumeurs, dans le diagnostic et le suivi de patients atteints d’un cancer du sein et du poumon. Il 

analyse pour la première fois l’expression de HSP70 sous toutes ses formes chez les patients atteints 

de ces cancers, et suggère que l’utilisation des HSP70-exosomes est plus sensible et plus spécifique 

que celle des CTCs. Enfin, ce travail montre l’intérêt d’analyser les HSP70-exosomes lors du suivi des 

patients puisque leur taux est corrélé à la réponse à la thérapie. Enfin, cette étude pilote ouvre la voie 

à une étude plus approfondie et plus généralisée de l’utilité des HSP70-exosomes dans cancer. 
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Résumé 

Le cancer est aujourd’hui une maladie qui fait malheureusement partie de notre quotidien, et bien 

qu’il soit de mieux en mieux traité, de plus en plus de gens en sont atteints. La recherche s’oriente sur 

deux pans : la thérapie et le diagnostic. Les nouvelles thérapies présentent des résultats spectaculaires 

jamais atteints à ce jour, mais l’amélioration du diagnostic peut aussi sauver des vies. Il est établi que 

plus un cancer est diagnostiqué tôt, plus le patient a de chances de guérir. Idem pour le suivi de la 

maladie. Dans ce contexte de précision et de précocité, la biopsie liquide émerge et possède un avenir 

très prometteur. Elle consiste en l’étude d’analytes présents dans les fluides corporels, 

particulièrement la circulation sanguine. On y retrouve principalement, mais pas exclusivement, l’ADN 

tumoral circulant, les cellules tumorales circulantes (CTCs) et les exosomes.  

Ce manuscrit a pour objectif de replacer mon travail de recherche, qui porte sur les exosomes, dans le 

contexte de la biopsie liquide, afin de laisser libre court aux comparaisons et à la compréhension de 

leur potentiel diagnostic. Les exosomes sont des nanovésicules libérées par les cellules dans le sang. 

Elles contiennent du matériel génétique, des lipides et des protéines. Une étape clé pour leur 

utilisation en tant que biomarqueur est de différencier les exosomes dérivés de tumeur de ceux dérivés 

d’autres cellules de l’organisme. 

La protéine de stress Heat shock protein-70 (HSP70) a été décrite comme étant surexprimée dans les 

cellules cancéreuses et associée à un mauvais pronostic. Nous avons précédemment démontré que 

seuls les exosomes dérivés de cellules cancéreuses portaient HSP70 à la membrane. Dans ce travail, 

nous avons ouvert une étude clinique pilote prospective incluant des patients atteints d’un cancer du 

sein et du poumon afin de déterminer s’il était possible de détecter et quantifier les HSP70-exosomes 

dans le sang de patients atteints de tumeurs solides malignes. 

Nous avons montré que le taux de HSP70 dans les exosomes, contrairement à la forme soluble, reflétait 

le contenu en HSP70 dans la biopsie tumorale. Le taux de HSP70-exosomes circulants est augmenté 

chez les patients atteints d’un cancer à un stade métastatique comparé aux non-métastatique et aux 

donneurs sains. Nous avons ensuite démontré que les niveaux de HSP70-exosomes étaient corrélés au 

statut de la maladie, et étaient potentiellement de meilleurs marqueurs que les CTCs. Enfin, nous avons 

indiqué que le taux de HSP70-exosomes étaient inversement corrélés à la réponse au traitement, et, 

par conséquent, que le suivi du taux de HSP70 dans les exosomes pourrait être utile dans la prédiction 

de la réponse au traitement. 


