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deux pans la thérapie et le diagnostic. Les nodgslthérapies présentent des résultats spectaculaires
2rYFAa GGSAyda £ OS 22dz2NE YIFAa fQFYSEA2NIGAZ2Y
plus un cancer est diagnostiqué tot, plus le patient a de chances de guérir. Idem pour tedaivi

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

g

GNBA&A LINRPYSGGSdzN 9tfS O2yaraisS Sy QSidzRS RQl

particulierement la circulation sanguine. Ony retrold®A Yy OA LJ £ SYSyYy G X YI Aa LJ &

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 liqdé, afin de laisser libre court aux comparaisons et a 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 digppour leur
utilisation en tant que biomarqueur est de différencier les exosomes dérivés de tumeur de ceux dérivés
RQI dziNB&a OSffdzAZ Sa RS fQ2NHIYyAaYSD

La protéine de stresdeat shock prote#¥0 (HSP7( été décrite comme étant surexprimée dans les
cellules cancéreuses et associée a un mauvais pronostic. Nous avons précédemment démontré que

seuls les exosomes dérivés de cellules cancéreuses portaient HSP70 a la membrane. Dans ce travalil,

nous avons ouvert une étude clinique pilote prospective incluadtdelJr G A Sy da GG SAy(a
A8AYy S0 Rdz LRdzy2y FFAY RS RSOSNNAYSNI @@sorhesSdl Al

dans le sang de patients atteints de tumeurs solides malignes.

Nous avons montré que le taux de HSP70 dans les exosoamtsairement a la forme soluble, reflétait

le contenu en HSP70 dans la biopsie tumorale. Le taux de HSB3@mes circulants est augmenté

7
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donneurs saindNous avons ensuite démontré que les niveaux de H8RGSomes étaient corrélés au

statut de la maladie, et étaient potentiellement de meilleurs marqueurs que les CTCs. Enfin, nous avons
indiqué que le taux de HSR@Rosomes étaient inversement corrélésaaréponse au traitement, et,

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

de la réponse au traitement.
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1. Epidémiologie des cancers

Dans le monde, en 2018, on estime a 18,1 millions le nombre de nouvasex 9,6 millions le nombre

de déces par cancéFigure 1). En France métropolitaine, on estime a 382 000 le nombre de nouveaux
cas de cancer (204 600 hommes et 177 400 femanes) un 4ge médian au diagnostic de 68 ans chez
I'hnomme et de 67 ans chez la femma hombre de déces par cancer est quant a lui estimé d0G,7

parmi lesquels 89 600 hommes et 67 800 femmes, en légére hausse par rapport §820041
hommeset 66 000 femmeskavec un age médian au déces de 73 ans chez 'homme et de 77 ans chez

la femme-3,

Chez '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 calurectal (23 216 cas
estimés en 2018)Le cancer le plus meurtrier est le cancer du poumon avec 22 761 décés en 2018,

devant le cancer colorectal (9 209 déces) et le cancer de la prostate (8 115déces)

Chez la femme, le cancer du sein se situg@remier rang aves8 459 cas estimés en 28 devant le
cancer colorectal (20 120 cas) et le cancer du poumon (15 13Z.easncer du sein est la premiéere
cause de décés par cancer (12 146 décés), devant le cancer du poumon (10 356 déces) et le cancer

colorectal (7 908 déces)

Il est désormais acquis que plus un cancer est distigué a un stade précoce, plus les chances de
guérison sont importanteCertains cancers peuvent étre repérés par des tests simples pembett
RQARSKHRIWVEF AGYNG L2 Lzt F A2y fSa adz2Sda ljdza 2y G dzy O
En Frane des programmes nationaux de dépistage ont été mis en place pour trois cancers : sein (2004),
colorectal (200+ nncpy SO O2f -2B19). AihdD) duiteS NdlF&mmeéside GOya 74 ans ne
présentant aucun symptdmesont invitées a réalisetous les deM ans une mammographie de
dépistage et pour les hommes et femmes du méme prafii, test de recherche de sang occulte dans

les sellest 2 dzNJ £ S OF y OS Nles drorahdé &eSéalised dad&piige tous les trois

ans chez les femmes de 256% ans y compris chez les femmes vaccinées contre différents
papillomavirus humains (HPV) car la vaccination ne protege pas contre tous les HPV liés au cancer du
O02f RS f Qdzii SNYza @

Néanmoins, le dépistage ne constitue pas un diagnostic, le seul moyen &any/Il £ @ &S & dzNJ

prélévementdissulaires une biopsie.

11



Both sexes
Incidence Mortality

Colorectum
9.2%

Liver
8.2%

1% : Pancreas
Cervix uteri 4.5% Breast
3.2% 6.6%
Esophagus Esophagus
3.2% 5.3%
18.1 million 9.6 million
new cases deaths

Figurel: Incidence et mortalité des 10 cancers les plus fréquents dans le monde, en ROi@= poumon, Breast = s
| 2t 2NBOGdzy ' 02t 2NBOGHET tNR&AGIHGS I LNRadldsSs {G2vYl
Thyroid = thyroide, Bladder = vessie, Leukaemia = leucémie, Pancreas = pancréas, other =5@rBrayNed al, CA can
J Clin, 2018.

2. Diagnostic

2.1l a biopsie tumorale

A ce jour, la techniqude référence utilisée pour le diagnostic des cancers reste la biopsie tumorale,
YIEfANB @B LAS WAHRRGS R £ T2 NI L2 (-Sahdobiue permetye STFS G
préciser le stade de la maladie, son type histologique, et définitioesacaractéristiques biologiques,

fS G2dz2i LWISNXYSGGFyd RWEFR2 LI SWNéndorg deNGraind¥sestindicdNI LIS dzi
pronostiqgues [ QI LILJF NAGA2Yy RS (GSOKy2ft23AS8S&a RS LRAYy(GIS |
Y2t SOdz | ANS& RSa&a GdzySdzNE S RQS@2f dzSNJ 9SNAR dzy S
Lestraitements actuelsconsistentainsi de plus en plusen des thérapies cilant des altérations
0OA2f23A1ljdzSa LINRPLINBAa | dz OF yOSNJ G4SttSa 1jdzS I adzNB
ou la mutation de genes spécifiques ou encore sur la modulation du systeme immunitaire et du
microenvironnement tumordtb / Sa | f GSNI GA2ya LISdz@Syid Ff2NB s
RQI yI f & & Sathologiglied auxie séquencage nouvelle génération (M@S)tir 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

1 LepremielINBE @A Sy G Rdz FFAG 1jdzS OQS&ald dofenpldiES DK A NIz
pas toujours réalisable. En effet, certaines tumeurs peuvent étre localisées dans des endroits

difficilement accessibles. De plds,S N& &1j dzS Sad LI NF2A3& GNRLI AYLJE
12



NBIfAaS t LINPEAYAGS dRQd2/dz &l ANEISIzSIz taS y Eidzk ¥ S yvil
comorbidités.

1 Ledeuxiem&lBaA RS RIya f QKIatBmMeERraspains sdoingosée deviffekehts S @
clones exprimant certaines protéines ou certainestations dans des endroits différents. Ce
processus est dynamique et peut évoluer au cours de la croissance de la taveeula
dominance de certains clones dans certaines régions. De plus, chaque patient posséde une
hétérogénéité tumorale propre, y cofih & OSdzE L322 NI SdzNB R QdmssS G dzy S
métastasepeuventégalementprésenterun profil génétique différent de celui de la tumeur
primitive. Enfin, le stress thérapeutique, et plus particulierement les thérapies ciblées,
entraine une pressionalsélection clonale qui modifient le paysage génétique de la tuttfeur
(Figure2). Par conséquent, QS i dzZRS RS & Ol thkded GisSabhbpsidnk fefttt®da RS
LI & G2dz0S fuerdld ®ieR 8zS S NIJI§ Sy i A SN, etgeddonce I RS

fausse la prise de décision thérapeutique.
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Dominance of
clone 1
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Figure 2 : Hétérogénéité tumorale et évolution clonalePuisque les tumeurs cancéreuses présenten
variations au sein des cellules qui la constituent, certains gpefnes peuvent dominer un site spécifique
idzySdz2NJ 6R2YAY Il yOS 2F Ot2yS0 2dz sGNB NBGINRdAzS
clonale a lieu au cours de la progression tumorale (tumor development) ou a la suite de tréstepemaifique
(treatment). Intratumoral heterogeneity = hétérogénéité intratumorale, heterogeneous tumor = t
KSGSNRIsYSs OFyOSNI LI GASYyd ' LA GASyd OF yOSNBd
Molecular cancer research, 2020
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f La troisiéme raisorest sougacente aux deux premieés¥ St S yS LISN¥xSG LI a

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

Ainsi,ces derniéres annéets médecine de précisiort aotammentf | NB OKSNOKS Sy O yoO
focaliséed dzNJ f I 0 A 2 LJ&eRePerrhed dpsipiéRv@menidzipéthsdhfacon peu invagile.
offre également | L2 3aAA0AT A0S RQdzyS RSGSOGA2YyXLINBO20S O2

2.2 La biopsie liquide

Le terme <«biopsie liquide» a été utilisé pour la 1fois en 2010 par Klaus Pantel et Catherine-Alix
Panabierespontes en la matiére, pour décritmme méthode basée sur une prise de sangapable

de fournir les mémes informations que la biopsie tumctalese référe au préleveme@ i t € QI yI f &
RS {(2dza fSa TftdzAiRSa o0A2f23AldzSa O2bigAdedBtélrda LINRA y C
spinal,la salive ou encore leffusions pleural€’s'’. Le sang périphérique constitue la principale source
RQlIylfedsSa L dzNdorfidnt ndainthddddasSelldles turdpkalRScibculantes (CTCs), de

f Q! chcolant libre ADN celkree, ADNcf) otumoral circulant (ADNtcR S f Q! wb OARNDD dzf | y (i
celHree, ARNCcf) principalement degetits ARNsy 2y O2 Rl yia YIFIA&a | d@sdaA RS
vésicules extracellulairesnajoritairement des exosomenmjais aussi des protéines de nombreux
métabolite$%*13, Ainsi, semble, ces analytemt le potentiel derefléter les caractéristiques de la

tumeur, habituellement fournies pala biopsie tumoralePar exemple, lesahnées sur les altérations
génomiquesLJS dz&Sy i sUGNB F2dzNYy A Sa LI WQt 8zindyetcitcilant® dz f Q! 5
fournissentdes informationssur la transcriptomiquéz  f Qdiniglies B yrotéomiqué® ou encore

la métabolomiqué’ des tumeurgFigure 3)

Ainsi, la biopsie liquide, au travers de ses composants, énwngere un outil prometteurpour la

médecine de précisiograce dsa capacité 2efléter de fagon globalé QK SG SNR ISY SA (S G dzy?
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Figure3 : Principe de la biopsie liquidel) Des cellules sont capables de se détacher de la tupreunitive ou de
fSairzya YSGFAGIGAdzSa OLINRYEFNE (dzy2dzNJ 2NJ YSGF &l
cellules tumorales circulantes (CTC). 2) les exosomes sont libérés par les cellules tumorales et saines.|&
FLI2LIG2GA1jdzSa 2dz YySONRGAIdzSa o6FLRLIN2GAO 2N ySONR G

[ ¢/ & &a2yiG SyadadsS OFLIlofSa RS O2y i NAOdzSNJI | dz L2 21
répétées peuvent 8885 NBI f A&8SSa LI2dzNJ aGNI GAFASNI £ 8§ LI GASy

a
GKSNI LISdziAljdzSa2 Si RSGSOGSNI £t QSYSNESYOS RS YSOlby
LISNE 2y Yyl { A &Fadabi&ed kal Nekuee Bibniedidal Engineering, 2017.

3. Q! 5b GdzY2NYX £ OANDdzL I yii

3.1.Généralites
hy LIJISEES !'5b Gdzy2NI £ OA ND daintaiyes ou nétdstatig@sguisd Q! 5 b
retrouve dans les fluides biologiques et notamment la circulation sanguine. Il provient des cellules
tumorales apoptotique¥° et nécrotiqued® mais également de la sécrétion de cellules intactes sous
forme libré? ou associées a des vésicules extracellul&@ifégriguredd @ [ Q! 5b GO aS RA&G A\
dit «celfreen 61 5bOF0 ljdzA T fdzA X O2NNBALRYR bt Q! 5b f ACc
provient pas de cellules tumorales. Il provient des cellules non malignes guentemais aussi des
tissus sains affectés par certaines thérapies chez les patients atteints de cancer telles que la
OKAYA2UGKSNILAS 2dz f I NI RAZ2GKSNI LA &mactéOsBparldezh. | L2
altérations tumorales telles queées mutations ponctuelles, des réarrangements chromosomaux, des
« copy-number variation> (CNV), et une méthylation propf€® (Figure4).
58 Floe2y AYIiISNBaalyaSs -tiedans ladirculatids sadgsirie, Senvieyis2h, F I A 06 f
ce qui permet de suivre en temps réel la dynamique de la tumeur doulong du traitemertt.
[ QF g yOSS RS&a (SOKy2f23ASa RS LRAYyOHS I LISN¥YiAa R
LddzA &1 dz§ € Q! 5b f A0 SNB LINE OA S§FHouRS foeisTum@adS gni Sa NB.
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SFFTFSiz RSa SGdzRS& 2y NB@SES fF LINBaSyOS RS yYdzil
tissus correspondants SG G yG Ay air Sy f dzy A%%amS qué 18 déedignNB I Sy S A
mutations sousclonale$®®®, Elles ont aussi révélé la présence de ggpes moléculaires spécifiques

avec des signatures génomiques distiné¥és La découverte de ces nouvelles données a donc trés

vite suggéré leur utilisation potentielle en tant que biomarquéur A f a4 QSy Said adz GA c
études démontrant un fortintérét dans le diagnostic, le pronostic et le suivi de la réponse au
traitement des patients atteints de tumeurs solide€3® [ QlF yIfe&asS RS Q! 5bid0
FNBIjdzZSYYSyYy (G dziAfAasSS Sy Of AyAljdzS Lildza aljdzQAt O2yai
particulier dans les casu cette derniére est impossible a 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.

Apoptotic bodies

\y)\y}\w— Point mutations

(R e e - ————— = ,\l\/\l\

. C b
)ﬂig\\\’f( al?gr);?iz’:s .

_
2 % Rearrangements

CH

3()\ i Methylation
CH,

changes

1'/‘\15‘;5‘;:,——7 Exosomal DNA

Figure4 : Origine et typsd'altérationsde IADNtc] S& OSf f dzf Sa t A08NByid RS tQ!5hb
0ASONBiAZ2Yy 0TI RQFLIRLII2&4S o6F LRLIG2arav S RS afithEuNEréilibre a
RIya fS8&8 SEz242YS84 6SE2&2YLFf 5b! 0d hy :HNB hNRampSnctReles e
mutations), des variations du nombre de copies (copy number alterations), des réarrangements (rearragementr
des méthylations particuliéres (methylation chang8sR2 | LINB & 2y S £35S bl G§dzNB NBY¢

8
i

325S0SOGA2Yy: RS f£Q!'5bd0O
[QI5bGO $ad LINBaSyd t FLAGES O2yOSYydNIGA2Y RIya
capacité de déteatin des mutations est ainsi directement corrélée a la charge tumorgles la
GdzySdzNJ $ad 3INRaasSs LXda €S (FdzE RQ!'5b¥dyaroSNS
néanmoins une variabilité intex y RA @A RdzSt t S LldzA alj dzQAt SEA &GS RSa L
RQ!'5bd0 RIFIya S ary3as & oemetumadu®ORIBestddahétesstiveti a | G @
RQlF 92AN) RSa (SOKy2t23A84 adFFAAFYYSyG asdSyaroctsa
étre présent a une fréquence de 0,029 (Figure5s).
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Lt SEAAGS | dz22 dz2NRQKdzA dzyS YdzZ GAGdzZRS RS GSOKy2f 3
constantel F A Y R QS ysehsibigd ehl2shésificitét; elles reposent soit sur le principe de la PCR
(Polymerase Chain Reactjpmu du NGSNext Generation Sequenchit?>+. Pour la détection de

Ydzii  GA2ya LRyOGdzSttSazr RSa (GSOKyAljdzSa aLISOA FAI dzS
développées telles que le BEAMing (beads, emulsion ification, and magnetic$) ou la ddPCR

(droplet digital PCF» 9f f Sa az2yd Ol LI o6ftSa RQARSYGATFes SNI Si
Ff SN GA2ya 3ISYSihiAljdzSa OANDdA ydiSaz YlIAa yS LISN
LI NF £ f8ftSd 5584 GSOKyYyAldzSa RS bD{ 2yd4 S$3IIftSYSyi
4SljdzSy el 38 Rdz ISy 2 Y% auSs¢qiiencade ciifinr thSanél OSgerrey Sus
restreint*®4. Néanmoins, bien que ces techniques de séquencage permettent une analyse
multiplexée, elles sont moins sensibles et moins 8jgges que les techniques basées sur la PCR, du

FLAG Rdz GFdzE RQSNNBdz2NJ RS tQ!'5b LRteaYSNrasS Si
inconvénients, des approches nouvelles ont intégré des méthodes de séquencage ultrasensibles, des
codebarres molécH A NBa 2dz SyO2NB RS& [f3I2NAGKYSa RS &dzLlL
limite de détectiod®*“® Lt SEA&GS R2y O | dz22dzNRQKdzA dzyS 3 NI vy
RQl y I f & &S Nentileshl@ratiods BEOiGUES Eirculantes, chacune ayant des caractéristiques
différentes au niveau de la sensibilité de la spécificité et du multiplexage. |l est donc nécessaire

RQI RILWISNI £ S OK2AE RS t QF yl f & &8tiort, de NEréduenée a3 Sy ¥ 2
fI OANDdzZ FGA2y SG RS fQAYTF2HNNI GA2Y 1jdzS f Q2y &2 dzK
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& Point mutations ﬁ Rearrangements
i : \
T C?/g)rfi:tll‘gr‘lzef Methylation
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Figure5: Analyse de 'ADNtd. y S F2A & SEGNI AlG Rdz LXF&AYI S Q! 5biO
au cancer. Les différentes méthodes de détection ont chacune une limite de sensibilité (limit of detection), qu
utilité clinique (clinical relevance). Moldar techniques = techniques moléculaires, diagnosis = diagnostic, moi
I' &dzZA BA X GdzY2NJ 0dzZNRSyYy I @2t dzvS Gdzy2NI £ YSaladl
cancer research, 2020
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33LYUGSNE GO Of AyAljdzS RS tQ!5bdG0O

3.3.1. Diagnostic et profilage moléculaire
[ O2yyl AaalyOS LINBOA&S RS f QKSUSNRIASYSAGS Gdzy2 N
2y O02f 23A1dzS LlzA alj dzQSt £ S LISNXYSiG y20F YYSyidi RS &St ¢
La potentielle utilisation de la biopsie liquide afin daliger le profilage moléculaire de la tumeur de
Fl o2y LISdz Ay@laagsS t FILAG RS Q! 5bGO dzy 2dziAt | d

Une grande majorité des études réalisées sur des cohortes importantes montrent une grande
concordance entre la tumeur et le plasma (80 a 96952 Ainsi, plusieurs équipes se sont intéressées

b £ LISNIAYSyOS RS fQlylrfeasS RS fledbsoliat&onRlF ya 1|
encourageants poules tumeurs avancées maisinspour les cancers primaires, notamment parce

jdzS tQ!5bGO & Sadi
RQlIyP® eas

A 2

EGNBYSYSyd NINB Sia jdzS tQ2y

al f ANB O0Sa R2yysSSa SyO2dz2N»3StyidSaz I o0A2L3AAS i
plusieurs raisonsla premigre résidR I ya €S FFA G 1jdzQSt S LISN¥YSG dzyS
marqueurs, en particulier protéiques, trés utiles pour le diagnostic, la stratification des patients ainsi

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

YyS LI2aaSRFASY(d LI a adzFFAaalyYYSyid RQ!5b0GO Sy RSLIA

maladie®52

bSIyY2Aiyaz tQltylteasS RS tQ!5b0G0 LISdzi sdGNB dzyS | f
yQSad LI a LkRraaroftS 2dz GNRLI RI y3SNSdza Sitilidée edB I+ £ A &2 S
clinique pour la sélection des traitements de ces pati@fd 5 Qdzy LR AYy (i RS @dz2S Rdz
RS &dzA ONB Sy GSYLA NBSt fQS@2ftdziaAz2zy RS f I {dzySdzN
GNFAGSYSyYy (G LISNYSGEZ LIENI SESXRH SRORSIRBRNISOEFHI HQY S
résistance aux thérapies (FiguB“°® [ S YSAft f SdzNJ SESYLX S RQdziAf A&l (
clinique concerne la détectionsd f QI LILI NA ( A 2 y -TROBM dhéz ley mhilehtdiaktéings 9 D Cw
RQdzy OFyOSNI Rdz LRdzy2y yz2y t LIS(AEGER D&SfudesiréSa 9 D
ont démontré une trés grande concordance dans la détection de la mutation T790M ciecatatd@ns

f 1 GdzYSdzNE ljdzA NBLRYRSY( t f Q2aAYSNIRYAisizle dzy Ay |
«cobas EGFR Mutatidirest» a été approuve par la FDA en tant que test diagnostic de complément

pour le choix des thérapies EGER
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3.3.2. Suivi du cancer

3.3.2.1.Suivi de la réponse au traitement
58 y2YoNBdzaSa SGdzRSa 2yl Y2y(iNB I O2 NNBHie A2y S
FLINB& dzy GNIAGSYSyid (St 1jdzQdzyS OKANMzZNHAS 2dz dzy
potentielle utilisation en tant que biomarquetfr?*>*® [ S INR A | @l yil 3S RS fQ
temps de demvie, approximativement 2h, quyiermet une analyse en temps réel de la tumeur
comparativement aux marqueurs tumoraux classiques, qui ont une -die plusieurs jours a
LJ dza A SdzZNE KSdzNBasx Sié t ft QAYF3ISNAS YSRAOFE S 9y
spécificité d& Y I NJj dzS dzNB  { dzY 2 NI &8 qud 2ul p@rnheb de tdétedte® urie b (i O

progression tumorale de facon plus précoce que la radiograptfie.

33225SGS0GA2y RS fI NBaAAOllIyYyOS Fdz GNXAGSYS
La résistance au traitement se définit par une inefficacité de la thérapie-c kit étre «rimaire»
f 2NBRIjdzS S eheliépdgpasau tRaledhang dusgcondaires lorsque le patient répond
RFEya dzy LINBYASNI G4SYLJA 2dziljdzQt OS jdzS tF RNR3IdS |
RS GNIAGSYSyiGaod / SOA &aQSELX AljdzS LI Nlestdrogué€sNisnk G A 2 y
OSNI I Aya Oft2ySa ljdzA LINRPEAFTSENBYyG SaG ljdzA LISNXSG
signalisation®56596065 Sachantj dzQAf SEA &GS dzyS 3INI YRS KSGSNRIASYS
YsYS AYRAQGARdIzZ & O2YLINARA RIya fSa aadasSa yvysdaradat
i dz2Qdzy S LI NIAS RS fF GdzySdzNJ LINAYAGADSS, ohdSaitzli LI (i &
R2NBYF Gyl [[d2S fQI5bGO NBTFEsGS O02YLI &8y (i f QK
données permettent donaux cliniciens de déterminer avec précision le moment a partir duquel le
patient devient réfractaire a la thérapie, mais aussi le type de thérapie a adopter pour contrer cette
résistance secondaire (Figusd ® | yS S0 dzRS YSy SS & dehldceR®larectalleti A Sy (i &
traités aux antEGFR a par exemple détecté pas moins de 13 mutations de résistance différentes via
f QI 5bi0Os | SO Y2Aya RQdzy RAEASYS RSa LI GASyGa

résistancé?.

| AVAAS Sy LY dza RS fI RSGSOGAZY RS fQSYSNEBSYyOS R
pour son suivi. Un exemple marquant est celui discuté précédemment de la mutation EGFRT790M
dans le cancedu poumon non & petites cellu®@$2%® 5 QI dzi NBa SiGdzRS&a adzNJ f S
RSY2YUNB 1jdzS fQFLII NRARGAZ2Y RS YdziliGA2ya Rdz 38yS
engendraient une résistance aux aBGFR% [ QF NNk G RS OS (GeLlS RS (NI A
une chute du taux de mutations du géne RAS circulant, ce qui suggéere au clinicien la possibilité de
réintroduire les antEGFR dans la ligne de traitem®nbes recherches similaires ont été menées dans

différents cancers telgue le cancer du sethou encore le cancer de la prostaté

19



/] Sa SGdzRSa AYRAIldzSSYyild R2y O 1jdzS t QS@2ftdziazy Of 2yl f
f Q! 5bG0®

3.3.2.3 Détection du risque de rechute
LQ ! Nic concentre aussi de nombreux espoirs dans la détection précoce du risque de rechute. Le
GNF AGSYSYy(d AYyAGALFE LIRdzNJ dzyS YIF22NAGS RS {dzySdzNE
FR2dz@l yiS FFTAY RQSft AYAYSNrest&ies eSddrR yeidinthbet ISrsqued S  dz
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 stadgadljdats avec un

faible risque clinique ne se voient pas tous administrer une thérapie adjuvante alors que 15% environ
rechuterong*® ! vy S SGdzRS YSYySS LI NI 5ASKE Si asSa Oz2ff §3dz
LJ G A Sy (i &unlcahdelSchlofdctal quRiues semaines aprés une chirurgie rechutaient dans les

larf®. Une autre étude également réalisée dans ce méme cancer a montré que de grandes
O2yOSyidNIiAz2ya RQ!5bGOX S v 2iidicaferirdpieds dR&due dedzi I y ( 2
rechute’®. Des résultats similaires ont été publiés dans le cankeseir®’? du poumor® et du

pancréa&'d 2 dzt Ayl yid FAyaia G2dziS € QA YL} NHucahceSFidudzS LJ2 dzl

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

[QFylFféeaS RS fQ!5bGd0O F R2y O 0O2yydz dzy 062YR Sy | |
maniére extrémement rapide au vu des applications @lias potentielles extrémement

LINEPYSGOGSdzaSad Lt Fldzi ySIYyY2Aya dzy O2yaSyadza YSi
Oft AYAljdzS® . ASy 1jdzQSttS a2Ad0 RS2t dziAf A&asSS LI dzNJ

potentiel de transformer fus encore la prise en charge des patients atteints de cancer.
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Figure 6 : Applications cliniques de l'analyse de IADMic [ QF yI f@8aS8 RS tQ!5bi0 £t R
différentes étapes cliniques du cancddes méthodes de détection précdearly detectionle tumeurs naissantes sont
O2dzNB RS RSOSt2LIISYSyiliod [ 6A2LIAAS fAljdARSNBA QD LI
détectable (clinically detectabledprés lagK A NHzZNAA S 6 adzZNBAOFE NBaSOGA2yo0uX fC
RSGSOGSNI £+ LINBaSyOS soSyidsStt S RQI tailieNatebtdr 2aynaladieNEdie
(minimal residual disease). Puisque ladei@idlS f Q! 5b i O Sad GNBA& O2dzNIi ST -Ehirurghe
LISdzi F2dzNYVANI dzyS LINBdz8S RANBOGS RQdzyS Ll2aairofS NBC
permettre de stratifier les patients selon le risquaégirrence et peut offrir une opportunité pour une intervention pré
5lya £S 02y GSEGS RQdzy OF yOSNI YSGlIadl daljdzS ovYSiatadl i
RS Q! 5bG0O LISdzi A RSy (A ankti§ued oiti Peutsl 6t ilicesairides dhérapiedids plEcisic
SidzRS& 2yl Y2YyGNB 1jdzS tS8 GldzE RQ!5biGO O2NNBfFAG B¢
fF NBLR2YAS Fdz GNFAGSYSY (i o NBQAdzgRrY aNsB arRray/ iy ™S yaANS Haia i
LINEINBaasSz tQlyrfeas RS Q! 5b30O I LINRd@S a2y SFFAO
une résistance a la thérapie, et peut donc guider la prise de2lg€isi (i K SNJ LISdzi A ljdzS8d 9y FAY X
LJ2 dzNJ adzA ONB I Reyl YAl dzS RQS@2tdziazy Ot2ylLtS 6Y2yAé
5QFLINBa /2NO2N}ry SG £ bo9waX HaAmMy D
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4. Les cellules tumorales circulantes (CTCs)

4.1.Geénéralités
[ S& OSftdzAZ S& Gdzy2NI £ S& OANDdZ | yiSa-adiredeitandeiSa OS¢ f
RQ2NAIAYS SLAGKSEAIf ST ljdzA 2y (G fdés sit®dmélagintigies RS Y
dans la circulation sanguine afin de coloniser un autre orahers de leur intravasation ces cellules
sont soumises a des conditions de sélection difficiles. En effet, leur temps devidesst estimé de 1
a 2,4 heure®. De plus, des CTCs apoptotiques ou fragmentées sont fnémeat retrouvées dans le
sang périphérique de patients attesde cancer, ainsi la clairance des cellules cancéreuses circulantes
adzNDAGFyYyiSa AYyGaSNBASYy(d |dz Y2YSyid RS t QSEGNI @1 al
[ RSGSOGA2Yy Sdntétédrryldesh difie@ntsip&ametres dliriques et démongis
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
LJ- NdiminiSiretion fédérale de l'alimentationtede médicamentsaméricaine Food and Drug
Administration FDAY%%, || y a cependant quelques inconvénients a la détection des @I Cs,
principal étant que ces cellules sontraies 2y SaGAYS [jdzQAf & I m t wmn OS
soit une cellule pour 1 leucocyte8!® |l faut donc avoir des technologies capables de détecter avec
adzFFAALF YYSYlG RS aSyaAiroAtAdsS SiG RS ukdpsecehtd&shads G S  dzy
fS alry3aod [ QldziNBE 206aidl Of S YI 2S5 dzNElleSS@di@aréifriséeR dz LK S
0A2t23A1jdzZSYSyYyd LI NI £F LINBaSyOS Rdz YI NJjdzSdzNJ RQF R
membres de la famille des cytokéragimtels que CK8, CK18 et CK19, et physiquement par leur taille
plus importante, leur forme irréguliere ainsi que leur morphologie subcellulaire partic(iére
I SLISYRIyasz OS y QSenkéffet, lesICECs siafhpBle@ddzdidceder & untétaaisme
appelé transition épithélianésenchymateuse qui consiste en la perte de ses caractéristiques
SLIAGKSE AT SAa Fdz LINBTAG RQdey résuie Sipeaigmedtationy @asS y OK &
L FaGAOAGS AyaAr 1jdzS RS 1 OFLIOAGS RS YAANI A2y
autant de parametres qui font de ces CTCs les plus a méme de parvenir a coloniser un organe
secondairé* 8, Enfin ces cellules sont capablesfaiener des clusters avec un potentiel métastatique

25 a 50 fois supérietf

Il apparait donc que ces cellules existent avec différents phénotypes ce qui rend leur utilisation en tant
gue biomarqueur plus conl@xe. Les progrés technologiques des derniéres années permettent de
mieux étudier la biologie des CTCs, notamment les approclesgke celb, qui ont révélé de

nouvelles approches possiklpour leur utilisation en tant que biomarqueur circul&rit’#8
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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 poéwaluer 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 limie8 La premiére difficulté réside dans le fait de

pouvdA NJ RAFFSNBYOASNI OSa OStfdAd Sa SEGNBYSYSyid NINB
RIya dzy SOKIFIyGAft2y al yadAyod LfljdBEXNANS yIIA it NIRS ¢
biologique de ces cellules, ou de leur aspect physigaé a ce jour une seule est approuvée par la

FDA: le systeme CellSearcliRigure7)8*. Cette approche basée sur la biologie des CTCs consiste en
LINEYASNI £t ASdz Sy dzyS Sil LIS RQSYNAROKAAaSYSyd LI NI :
prélevemant de sang périphérique (7,5mf)a & & dzA A RQdzyS Sl LIS && OF LI dz
RS&a ylIy2L) NIAOdzZ S48 RS TSNI NBO2dzOSNIIS REBEBAM.LI2E & YS§
Des réactifs fluorescents sont ensuite ajoutés pour la détectionCdeg3s le DAPI pour la coloration

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

des cellules épithéliales) et contre CD45 (un marqueur spécifigue des leucocytes). Le mélange
NEFOGATakSOKIYylGAftftz2y Sad SyadadS RSLRAaAS t f QAYGS
comprenant un champ magnétique attirant les cellules épithéliales marquées magnétiguement a la
surface de la cartouche. Un microscope fluorescent couplé a un logiciel permet ensuite la lecture
automatique et le décompte des cellules tumorales circulant@sSédire 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 cedcepteurs.

Lt SEAAGS +00GdSttSYSyid RQlIdzZiNBa G(SOKyAljdzSa RS R:
validation clinique quiirent parti deleurs différences phénotypiquest moléculairesqui pourraient

accélérer leur tilisation en cliniqué(Figure7)!184
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Figure7: Analyse des CTAses CTCs peuvent étre enrichies a partir du sang grace a des techniques utilisant des r
biologiques(enrichment). sélection positive in vitro ou in vivo en utilisant des anticorps dirigés contre des pi
épithéliales et/ou mésenchymateusesiibody to epithelial or mesenchymal markesu négativement a travers la déplét
de leucocytes avec des anticorps #45 (antCD45 antibody)Un enrichissement positif peut aussi étre réalisé in
grace a des méthodes basées sur les caractéristiques physiques des CTCs tels que la taille (size), la ¢
(deformability), la densité (density) et la chargecéigue (electric charge). Ensuite, les CTCs peuvent étre détecté
RSGSOGA2Y0 LI N RSa (SOKyAljdzS& ljdza NBLRZaASyd &dzNJ f Q.
biology) ou des essais fonctionnels (functionnal assays). Congeiin £ QA YYdzy20e i2f 23AS3 |
anticorps dirigés contre des marqueurs épithéliaux, mésenchymateux, spécifiques de la tumeurdssooiated marke
ou des tissus (tissspecific marker). Les méthodes moléculaires utilisenSdesi I A& ol 4Sa &dzNJ £ Q-
jt/wX €S bD{ 2dz f QKEONARIGAZ2Y ! wb Ay &Aldzd [ Sa Saah,
la caractérisation des CTCs (CTC characterization) est réalisée en étodiggheme, son protéome et son transcript
FAyar 1jdzQSy GSadrkyid &aSa LINBPLINASGSAE Ay @AQ23 LI N ES,
2019.

4.3 Intérét clinigue des CTCs

4.3.1. Valeur pronostique
De nombreusa S dzRSa RSY2YUNBYyld f QAYGSNBG LINRByYy2aGAIl dzS
différentes tumeurs solides, particulierement dans le cancer dif%&if?°! Une étude de Raak ses
collégues réalisée sur 2026 patients avec un cancer du sein a un stade précoce avant chimiothérapie
et chez 1492 patients apres chimiothérapie a démontré que la présence des CTCs était associée a une
faible survie sans maladie (DASisease Free 8ival) et une survie globale (O®verall Surviviit.
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
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chimiothérapeutique avait une influence pronostique négative. Alasilétection des CTCs a la fois
avant et apres la chimiothérapie adjuvante est liée a un risque plus élevé de rechute du cancer du sein
primaire. Une autre étude trés compléete publiée par Zhang et ses collegues portant sur{amaBtse

de 49 études indlant 6825 patients a démontré a grande échelle que la présence des CTCs était
significativement associée a une survie plus courte a la fois dans les cancers du sein précoces et

métastatiques’.

D'autrestravaux prometteuront dématré des corrélations significatives entre le nombre de CIECs
pronostic, et la rechute métastatiquadans différents types de tumeurs tels que le cancer de la
prostate’®829294 |e cancer colorect®®, le cancer du reffi, du foi€’x RS f Q% ehtdfe ded S

latéte etducoup® b SFyY2Ayas O0Sa SidRRSa asS R2AOSyld RQs (N
G§Sada LI dza eap®rgraaipértinéhée cliniuk gelldd@s CTCs, particuliérement dans le suivi

Sa LHGASyta 2G tQ2y yS O2yylFAG LI & LB2dzNI f QAyadl

pul;

4.3.2. Un outil pour guider la thérapie
Actuellement, les prises de décisionskiE LIS dzi A lj dzS&a a2y G YIF22NRGlF ANBYSyY
tumeur primitive tandis que les prélevements des Iésions métastatiques restent compliqués
cliniguement car elles sont invasives pour les patients. Ainsi, les CTCs apparaissent comme un bon
moyen ¢k contourner la biopsie solide, tout en permettant un suivi de la réponse au traitement en
temps réel. Le développement de technologies sophistiquées du tygiegte celb ont permis une
meilleure compréhension des mécanismes de résistance aux thérdpies RQ2 dz&NA NJ RS & LJIA
OF RNB RQdzyS YSRSOAYS LISNE2YYIlIfAaASSOD

43210 yLrteasS: RS tQl5b

554 SGdzRSa RQlFylfteasS 3ISy2YAldzsS O2YLI N GABS RS /¢
OKST RS& LI GASyGa FGGSAYyGa RQdmontrdbguy @S Matatwdd 2 NB O i
présentes dans les CTCs étaient les mémes que ceux détectées dans la tumeur primaire et les
YSGladlada 2d@NlIyd FAyar RS y2d@5ttSa LISNELISONA
notamment pour la réponse au traitemefif® En effet, des mutations damies protéines cibles (ou
Sy @t RS tF @2AS RS aArdayrtaalirazyo FFSOGSyi
Par exemple, des mutations du gene KRAS sont fréquemment retrouvées dans les cancers colorectaux
et conduisent généralement dzy S | OUA DI GA2y RS t+ @2AS RS &aAdyl
séparées sur le cancer colorectal ont révélé une grande hétérogénéité des mutations KRAS dans les
CTCs des patientsuggérant ainsjue la détection précoce des CTCs portsude la mutatio KRAS
pourrat aiderf S8 Ot AyAOASya RIya S OK2AE ROHGREKXY A & G NBN

De la méme maniére, dans le cancer de la prostate des mutations du récepteur aux androgenes (AR
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Androgen Recepthrqui conférent aux cellules tumorales une résistance aux thérapibbdage des
récepteurs androgéniquesont été retrouvées dans les CTCs de patiéhtdutres exemples, la
RSGSOGA2Y RSa YdziliAaz2ya tLoY/! Si .w!C RlIya fSa

et du mélanome, respectivemelig.1%

4322yl teasS: RS Q! wb

l'dz YyA@DSlIdz RS f Q! wbYX RS& SGdzRSa asS F20FrtAaalyid ad
f Q! wbY RSa adsgrévéler ddf idkerhationis sur la résistance aux traitersel cancer de

la prostate résistant a la castratiofCRPC CastrationResistant Prostate Candese définit par une
ONRAAaalyOS {dzr2N) S O 22aidiogshegSUnerdtuiedddBntohdrakisLdNdest S R Q
O2ftft8§3dz2Sa 2yd YAa Sy fdzyAsNS RS (LINBWELSY OBdz REAFS
androgéneddans les CTCs, appelée ARaTdfogenreceptor variant @ = |j dzA  LJ2 dzZNNJ A  LINI
RQdzy § (i KS Nandigéheslsulpiiérant irisila potentielle utilisation en tant que marqueur de

sélection des patients pawce type de traitemerif®,

4.3.2.3. Analyse protéique
Ly FdziNB Y2eSy RQdziAf A&ASNI f Sa [/ ovisidte dddrdpi@r BidzA R S NJ
RSGSOGA2y RS OSa ONItdzfSa LWBOSHKAGEHI §j RSt RSa062y
le cancer du seirelrécepteur aux oestrogene (ERstrogen Receptpest une cible clé. On estime les
patients comme étant ER+ lorsque au moins 1% des cellules tumorales expriment le réripteunt
alors étre traités par thérapie hormonale. Cependant 1% représente un seuil faible, ainsi les tumeurs
du sein ER+ peuvent présenter des CTC®E®NC engendrer une résistance au traitement anti
hormonal®, Une équipe d chercheur a mis au point un test multiparamétrique, le €TCCTC
Endocrine Therapy Indexqui pourrait étre capable de prédire la résistance a la thérapie hormonale
OKST tSa LI GASyGa | GaGSAyGav e st codbing B SoMptdgedess SA Yy
/I ¢/ & @SSO f QSELNBsia juatye mRriuguis ER) $1IER2, BE2fet KI67. Il est

I Ol dzStt SYSyid dziaAtAaasS RIFEya €S OFRNB RQdzy Saatl i
prochainement COMETI P2NCTamMT amManpno® 5SS 1 YsYS YIYyASNB>I R
concentréessudzy’ S | dziNBE OAo6fS AYLRNIIFIYGS RIya®®esS OF yOSN

Plus récemment, lemhibiteursdespoints de contréles immunitaires tels gaeux dea voe PD1/PB

[M 2yd NBG2fdziaz2yyS fF LINAaAS Sy OKI N&@tasRSa LI
spectaculairede taux de réponsebjectiveaux antit 5 M S I y (i RAQScyn@ekshdhfgndusy

Fort de ces résultats encourageantss traitementsont prescrits a tous les patients, sans sélection.

Au vu des effets secondaires importants et du coup pour la sodléést urgent de trouver des

biomarqueurs. Dans cette optique, Mazel et ses collegues ont fourni la premiére preuve de
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f OS Eddft&deatdduligandPpm + f I adz2NFIF OS RSa /¢/a RS LI GAS
OS ljdzA adz33aSNB dzyS LR GSYydASttS dzi%Wi Pephisiidedxy Rl Yy a
études ont démontré leur valeypronostique dans les cancers de la téte et du coup ainsi que du

poumon non a petites cellulgs!!2

Dans le CRCP, la prise inefficRe@ IlyyiRNR 38y Sa Said a2dz@Syd adzi 3AS RC
OAxoftlyld tF @2AS RQIFIOGAGEGAZ2Y Rdz NBOSLII SdzNJ I dzE
Myiamoto et segollegues ont mis au point une technologie a base de microfluidique afin de détecter

SG FylLt@aSNI £t QFrOGAGrGA2y RS OSGGS @2AS RS aidayl
(prostate-specific membrane antigén Les chercheurs ont démontré gules patients traités
L2aaSRIFIASYyd RSa /¢/ a Sa aAdyldze RQlF OGAGLE GA
RFya fQFARS £t €I LINAAS RS RSOA&aAZY HKSNI LISdziA lj dzS

I AyaAs £QSyasSyotsd RS 084 R2yySSa RSY2YGNB jdS ¢

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

alathérapie des patieat | GG SAYy (& RQdzy OFyOSNI Si R2yO RlIya t8§
5. Les vésicules extracellulaires
[ QSGdzRS RSa @SaAiOdzZ Sa SEGNI OSttdzAk I ANBA 0290 | O:

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

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

avec parfois un manque clair de consensus que ce soibhieeau de la nomenclature, de la

OF N OGSNR&AIFIGA2Y 2dz SYO2NBE RS&a GSOKy2f23ASa RQl Yyl

O2YYdzyl dziS RS OKSNOKSdzZNBE aQSaid NBdzyAS LJ2dz2NJ SyoOl

«t QLY GSNY I (A2 ydellular Vi@l SGB{ 2F0DEGNI S SRAFAS fSa NJ

rigoureuse des VEs : ledvknimal information for studies of extracellular vesicke@VISEV), qui sont

mises & jour tous les 4 dA%p [ QSy 3RS YBFtG |j dzQA €t | | 62dziA t 7

spécialisé, le dournal of Extracellular Vesitcle R2y G S FIF OGSdzNJ RQAYLI Ol Sa

FAyaA 1jdzS RQdzy O2yaANBa AYGSNYyFrdA2yltSYSyfdila NBy2YY

oA2t23AS S I F2yO0iAz2y RSa +£9ad ! Ayarx € SdzNJ aSC

mécanisme de recyclage des protéines, tel que cela a été décrit pdifolg !¢ On sait dorénavant

jdzS fSa x9a azyid O LI dsterfrécelRigsSadsksilbignti&shiotBirks quedigsy LI2 a |
ARSA ydOf SAldSa 2dz RSa fALARSAS SG RO¥EDENI O2YY
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plus, elles sont retdzdSS&a RFya fF 3INFYRS YIFI22NRGS RS
O2yOSyiUNByilG 06SIdz02dzld RQAYGSNsiGa RIFya S R2
La classification des vésicules extracellulaires évolue constartthéféaimoins, on peut les diviser

Sy RSdzE OFGS3I2NRSE | SO RQdzy OsiGS tSa SBiliedazySa
ectosomes sont formés par bourgeonnement de la membrane plasmique pouonefodes
microvésicules, des microparticules ou encore des vésicules de grande taille, qui mesurent de 50nm
2dzaljdzQt mMxa RS RAFYSUGNB® ! dz O2y (NI ANB:z fS8a SEz2a
comprise entre 40 et 160nm. Les différentes VEsisénduent par leur origine subcellulaire, leurs

propriétés physicachimiques et leur composition spécififdé&*®e,

Nous 2 dza AYOGSNBaaSNRya AOA LI dz&d LI NI A OdzZ A8 NBYSy i

recherches sur les VEs.

6. Les exosomes

6.1.Généralités

Le terme « exosomes » a été utilisé pour la premiére fois en 1981 par Trams et ses collégues pour
désignerdepeti S& @SaA0dz S& RQ2NAIAYS AyO2yydzEnB®WVBONBGSS
Pan et Johnstone découvrent que ces vésicules ont urgineriendosomaféd ! f QSLRIj dzS =
OKSNOKSdzZNE 2y i LISyasS 1jdzS O0QSiGlFAlG dzy Y2eSy LI dzNJ f
podzNJj dz2 A LISYRFy G dzyS t2y3dzS LISNA2RS tSa SE2a2vYS8a
FAY RSa FyysSSa mopdpn jdzQAta 2yl adzaoOAGS tQFddGdSyiar
RQSE2a42YS8S4& LI NJ fS& &YLK?2ddésies 59962 puis [pir 3 dmled. 2 &2 S
dendritiques en 1998 par Zitvogel et8X  |j dzA SGF A Sy G OF LI @nimBnitairdRQ A y RdzA N
DéslorsAit &QSy S&id adA @A dzyS Ydz GAGdzRS RS (NI @I dzE L
et leur implication dans les mécanismes de communication intercellulaire en condition
pathologiques!’ 118125128 || est ainsi décrit que la grande jodté des types cellulaires sont capable

de sécréter des exosomes tels que les cellules épithélfilees neurone¥® et les cellules
tumorales?, les cellules immunitairés?% la quantité et la composition des exosomes étant
RSLISYRIYydS RS f QSil (08 KpeuventefreRisplésljagestir deSurradeantls t  dzf
culture cellulaire et ont été retroués dans de nombreux fluides biologiques tels que le '$ang

f Q dzNJagaive® le liquide bronchoalvéolait®, ou encore le liquide cerebrspinal®.
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6.2 Biogenése des exosomes
[ 6A23SysasS RS&a SE242Y8a RSo6dzi§S LI NJ dzy S Sl LIS
internalisent diverses molécules. Ensuite, une deuxiéme invagination de la membrane va avoir lieu
dans§a SyR2az2vYSazx I@lyli RQsiGNB ftA0SNBA LI NJ dzy LINE

[ LINBYASNBE SilFLIS O02yaraidsS Sy tQAy@FaAAYlLGA2Yy RS
contenant des protéines membranaires et des protéines solubles du milieu extracellulaire. Cette

a0 NHzZOGdzNE @F Fo2dziANI £ fF F2N¥YIFGA2Yy RQdzy SyR24a2°
RQI dziNS&8 SyR2a2YSa LINBO20Sad Lf Sad AYLRNIFYy(d RS
systeme de Golgi peuvent, ici, participer a la formagbau contenu de ces endosomes précdéés

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

Ydzf GAPS&aAAOdzE F ANB&A 6/ a+xavd /S&a /a+xa azyid F2N¥Sa L
et former des petites vésicules appelées vésicules intraluminales (\d&$iturs exosomes. Enfin, les

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

recyclés et/ou dégradeés, soit fusionner avec la membrane plasmique et libérer les exdsogues

8)136,138;140.

Les mécanismes précis de formation des exosomes sont encore mal connus. Néanmoins plusieurs
SidzRSa &ddzZ33aSNByd f QAYLI A O 1LWR2Wa RN |RIEF IS \BQ&E Ska L2
dzy A SNESE > YIAa LXdzisd RAFFSNByGa aeadsvySa Rz2yid

type cellulaire et son état physiologique.
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Figure8 : Mécanismes de la biogenése des exosonfe§ & SE2a2Yvy$a &az2yid 3ISYySNI
qui, lors de leur maturation, vont fusionner avec la membrane plasmique. Ce mécanismétapelties
étroitement régulé et inclue un acheminement via les microtubules, une fixation a la membraBe @eking) ¢
la fusion médiée par les protéines SNABE3 LINB & . SoStYly SG 32 t KIFNY
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6.2.1. Formation des vésicules intraluminales

6.2.1.1Le complexe protéiqgue ESCRid(somal Sorting Complex Responsible for
Transpor}:

Le complexe ESCRT est un acteur majeur de la plasticité des membranes biologiques, en particulier
dans la formation des CMVs et des VL <ette machinerie moléculaire agit en plusieurs étajes
sousunité ESCRO et ESCRT vont RQF 62 NR NJ} aaSYof SNJ RSa LINRGSA
ubiquitinylées de la membrane des CMVs, puis recruter via leswsoigs ESCRIT et ESCRIT des
complexes moléculaires qui vont entrainer le bourgeonnement et la fission du microdomaine
néoformé pourcréer les VIL4%44 Parmi ces protéines, on retrouve notamment TSGIQIMEr
Susceptibility Gene 1PIjui est présent dns les exosomes et trés régulierement utilisé comme

marqueur.

bSFyY2iyas Af SEAaAGS RQIdziNBE YSOFyAaravyYySa RS F2N
complexe ESCRYT

6.2.1.2Les céramides
Les céramides sont une classe de lipides en forme de aéediés par le clivage de la sphingomyéline
LI NJ £ S& ALKAy3I2YeStAylaSad /SGGS F2NX¥S LI NI A Od
acteurs de la courbure des membranes. Par conséquent les céramides jouent un role important dans
la formation des JIa® ! yS SGdzZRS I+ LI NJ SESYLX § -¥@eitaNB | dzS
Sphingomyélinase) 2mpéchait le bourgeonnement des VILs dans les CMVs ainsi que la libération des
exosomes, via un mécanisme indépendant de la machinerie ESTRTplus, les céramides peuvent
étre métabolisées en sphingosiiephosphate qui activent les récepteurs GiSihilpitory G protein
(Gi}coupled sphingosine-dhosphate (SIPa la membrane des CMVs, régulant ainsi la formation et

le tri dans les VIES.

6.2.1.3] QI ES {-8yyitéhiddliX/ S
Le tri sélectif de protéines transmembranaires dans les VILs des CMVs peut également avoir lieu via
des interactions protéiqued. QS &l y2iGl YYSyd €S OFra RSa LINRGSAySa
effet, la syndécane se fixe a la synténinet forme un complexe qui recrute la protéine ALAXG2
interacting protein ¥ lj dzZA = Sy aSYof S @2y (G LISNY 8ds CMB pduQA y @ 3
former les VILgFigure 8Y2 Elles sont donc présentes au sein des exosomes. Ces mécanismes sont
NE3IdzA S& LI NJ RQI dzii NBEH ABRRefim &Y Sa GStfSa |jdzS { w/

6.2.1.4Les tétraspanines
Les tétraspanines sont une famille de glycoprotéines transmembranaires possédant une forme

conique, avec une cavité qui leur conferent la capacité de fixer des moléculé®ldstérol®?. Ceci
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leur permet notamnent de se regrouper pour former des « tetrasparimriched microdomains,

sorte de plateforme de signalisation au niveau de la membrane plasmique. Ainsi, les tétraspanines
22dz28Sy G dzy NbrtS RIEIya RAFTFSNBYG LINE O&hada dyatema St a )
immunitaire ou encore le canc&?. Parmi elles, CD63 est particulierement enrichie a a surface des
exosomes. Des études ont montré que cqitetéine était capable de réguler le tri des protéines dans

les exosomes de mélanocytéset de cellules de mélanon®. Une autre publication révéle un role

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

de Down®t, Les tétraspanines CD9 et CD81, également enrichies dans les exosomes, sont aussi

impliquées directement dans le tri de leur contét>8

6.2.2. Traffic intracellulaire des corps multivédicu A NB & 2dzalj dzQt f QSE 2

6.2.2.1Les Rab GTPases
Les Rab GTPases sont des petites protéines G appartenant a la superfamille des protéines Rab et qui
possedent une activité GTPase. Elles régulent plusieurs processus tels que le trafic membranaire,
notamment b formation de vésicules, et leur mouvement sur les réseaux du cytosquelette que sont
f QF OG Ay S BiEnfif, kllesijamndéhalesiéht un role dans la fusion des membranes et par
conséquent dans la libération des exosomes dans le milieu extraceftfiaftell a par exemple été
RSY2YUNB jdzS whkouwtl Si wlhowTto 22dsSyid dzy Nbx €S RIY
laYSYo NI ySz Sy @dzS RQdzy(Fgure f®SBEISG X2 ¥ RS & Qfax A2 46 d A
dirigé contre ces protéinea été utilisé dans différentes études afin de démontrer le réle spécifique
des exosome&*%® 5 QF dziNBa wl o6 D¢t asSa az2yd S3rftSySyil
exosomes tels que Rab7, Rab11 et R&53%161

6.2.2.2Les protéines SNAREs
Les SNARE(Soluble Néthylmaleimidesensitve-factor Attachment protein REcepjorsont des
protéines majoritairement transmembranairessponsables 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 a
la membane pour permettre la libération des exosom@sgure 8) Plusieurs protéines SNARES ont
été décrit comme étant impliqguées dans ce mécanisme telles que'Y KTAMP 755, SNAP236 ou
encore la syntaxidal®. Cette activité est régulée par différents mécanismes parmi lesquels la

concentration en Caou encore leur état de phosphorylati&¥.

Lf Sad AYLRNIIFIydG RS y2G04SNJ AOA 1jdzS G2dz2iSa OSa LN
exosomes. En effet, elles sont pour la plupart engagées dans de nombreux processus moléculaires

responsables du trafic intravésiaide et membranaire. Il semblerait donc que les exosomes soient
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produits via différentes voies de signalisation interconnectées qui sont activées en fonction de
différents parametres tels que le type cellulaire ou les conditions physiologiques, et eseragisi la

composition.

6.3.Composition

Les exosomes ont une composition particuliere qui les distingue des autréBiyiiie 9’212 Cette
composition spécifique leur confere 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.orgl).

MVB Formation : <%

Immunostimulatory molecules :
Alix, TSG101

MHC 1/11

Membrane trafficking proteins :
Annexin, Rab family

Enzymes :
Pyruvate kinase,
GAPDH

)
Cytoskeleton molecules : >
Actine, myosin, tubulin

’1117 ‘—’117 HSPs :

Intra-exosomal (hsp27, 60,70, 90)
embrane-associated (hsp70,90)
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(LFA-1)

Ligands :
FAS-L

pid raft associated proteins :

Lipids : Cholesterol, flotillin

Saturated phospholipids
(®-ethanolamin/serin/cholin),
Sphingolipids (ceramids)

Figure9: Composition des exosomes.Sa y I y2@SaAOdzZ Sa az2yd O2yadaddzsSa
NBOSLIiSdzNBE SG RSa fA3dryRa azyid AyO2NLR2NBAaA RlIya OSdGid
variées et du matériel génétiquédVB fomation = Formation des CMV, immunostimulatory molecules = mol
immunostimulantes, intracellular signaling = signalisation intracellulaire, HSPs = Protéines de choc thermique,
assoiated proteins = protéines associées aux radeaux lipidibipeds = lipides, Ligands = ligands, Adhesion prote
LINEGiSAYSEa RQFIRKS&A2Y X YSYONIYyS GNIFFAOLAYI LINRGSAY:
du cytosquelette, genetic material = matériel génétique, enzymes = enzynagsé Alé Cordonnier & Chanteloup et al,
Adh Migr, 2017

6.3.1. Contenu protéique

583 SOdRSa Y2yGNByd |jdQdyS RSa 02A5a LRaaiot Sa
SE2a2Y8a Sali OAF fQAYGSNIOGA2Y | 050 f 3nasF2 YLR &l v
hy & NBUONRdzS R2yO RS& LINRPGSAYSa Rdz dNFXFAO YSYoN
impliguées dans la formation des CMVs comme Alix, TSG101 ou la syhtdnancore des molécules

du cytosquelettea8 O LJ- NJ SESYLX S f(Egu®HAyS 2dz I (Gdzodz Ay S

55 tF YsYS YIyAsSNB: tQlaaz20Aldi2y RSa LINRGSAYySa

incorporation dans legxosomes et plus précisément CD9, CD63 et CD81. On peut aussi noter la
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LINB&ASYyOS RQAY (S ANKdJeSmands $ié ecdpieury arSmeEAS) PEL1. On y
NEGNRdzZS RAFTFSNBYyGA NBOSLIIiSdzNBE OF LI 0f S, 8UQA Y RdzA |

encore des enzymes telles que la pyruvate kinase ou la GARde 92

Enfin, plusieurs protéines de choc thermiq(ledSPs Heat Shock Proteinsont présentes dans la
lumiére des exosomes parmi lesquelles HSP27, HSP60, HSP70, HSP90, dont certaines sont retrouvées

a leur surface (HSP70, HSP60 et HSP9Bigure 9)

Cette composition particuliere p&¥ S RQARSYGATFTASNI £ Sa +9a 0O02YYS S|
lAyars £S48 aL{9+a LINBO2yAasSyid RS NBOStSNI fI LINB
lesquels 2 tétraspanines et 1 molécule impliquée dans la biogenése telle que TSG101 ou ALIX, et

fQFroaSyO0S RQdzy YI NJjdzSdzNJ y S 3l (i Apfasn@eY(Gr04)Ydzy S LINB (0 S A

6.3.2. Contenu lipidique
Les lipides sont des composants essentiels de la membrane des exosomes. Il est désormais bien décrit
dans lalittérature que ces nanovésicules possédent une double membrane lipidique dont la
composition est identique a celle de la cellule mére, mais avec certains enrichiss€fhdrds
exosomes sont donc enrichis en phospholipides saturés (phosphétityholamine, phosphatidyl
sérine, phosphatidytoline), en sphingolipides (céraes) et en cholestéro(Figure 9) Cette
composition particuliére leur confére une grande rigidité qui leur permet de protéger leur contenu de
fl RSAINIRIFIGAZ2Y S RQsGNB L)X dza adGrofS RFEya S YAf

6.3.3. Contenu en acide nucléiques

6.3.3.1Les ARNs
En 2007, Valadi et ses collegues ont démontré pour la premiere fois que les cellules étaient capables
RS LINPOSRSNI £t dzy GNIyaFTE&ml/ RANEI BYddRS RMR2wWlY AT AP
RQAyGSyasSa ST¥F2NIa RS ' LI NI RSa OKSNODKSdzZNA Lk
RQ! wb LINBaSydGa RlIya 0Sa yly2@SaArodz Sao

~h

hdzi NB f Q! wbYs fSa&8 SE2a2YS8S4a 42y KIdziSYSyid SyNROF
réle important dans la régulation des génes. On y retrouve ainsi majoritairement desAiRéts sous

leur forme de précurseur ou mature, mais aussi des snARMI( nuclearARN) et snoARNtpall
nucleolarARN), des-ARNSs, des piARNiWi-interacting ARN), ou encore des tsARIRNAderived

smallARN). On retrouve également des longs ARNs non codants (INnoARNon codindARN) et des

ARNSs circulaires (CirARR)Y FAY X RS f Q! wbh YA UG2O0K2yRNRIE™SB 3G LINB
Tous ces ARNSs ont été iderificomme 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 a un
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LINP OS&dadza aStSOGAT OS ljdA SYdNIAYyS dzxk&onRTFFSNBY
Leur détection au sein des exosomes circulants représensg@aingrand espoir dans le diagnostic non

invasif de cette pathologté™!®,

6.3.3.2[ Q!5 b
[ LINB3aSyO0S RQ!5b |l dz aSAy RSa SEz2a2vy$8a | t2y3GSy
j dzZQAf & O2Yy G ASYyySy iétsd kdigfueRdt mor@é Fobr da prémidte f@sNjlie les
SE242YS48 RSNA@GSa RS &aSNHzy RS LI GASyGa lFGGSAyda
FNF IYSyiGa RQ! 5b dabtizsranSedoNRYE 0RAE ! 5EOZOO0OdZNNBY OS f Sa
p53%2 Cette étudea été confirmé quelques années plus tard lorsque Thakur et ses collégues ont
FFFANNYS dz§ 1 YIFI22NRGS RS oubelbsd 5208 AMMANS al die LSE
a2yl S3AFftSYSyid NBINRddzISa | dz aSAy RSa SEz2az2vy$Sa GS
RS f Q! 5b VYR GCa ADN2sf cdonshitué e fragments plus longs que le ADNcf ce qui permet

de lesdifférenciers°.

6.4.Hétérogeneéité des exosomes

[ RAOGSNEAGS RSa 92A8a RS aArdayrtraldrzy Si RS NB
RS f QSy @A NR y yebtrdifeyft iine O&toféd#itd phéddypique des exosomes. En effet, il

existe des soupopulations de tailles différentes, provenant de sources différentes, au contenu
différent et donc qui exercent une fonction différeAtes! (Figure 10) Cette hétérogénéitéa
y20FYYSYyd SGS NBZSEtSS LINI RSa FylrfeasSa RS LINRGS
LINRGSAIljdzSad &ALISOATAIdzS&a RQdzy (GeL)S RS OSdgd awf S LI N
a2dzZ A3ysSSa tSa RAFFSNByOSa RQSELINBaarzy @3S0 I

spécifiqué’?176.182

Les fonctions des exosomes sur les cellules réceptrices peuvent donc varier en fdadgon taille,
Rdz &Ll RS NBOSLIISdINE SELINAYSAE t £ SdzNJ &adzNF I OS=

contiennent et enfin déa fagon dont ils vont interagir avec la cellule récept(ieigure 10)
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Figure10 : Hétérogénéité des exosome€es nanoveésicules peuvent étre trés hétérogenes et ainsi engendrer des 1
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(size) leur contenu(content) leur fonction sures cellules réceptricegunctionaly. S | O Y$otirakzf D
O2Yo0AylAaz2ya RAaAGAYOGSa RS O0Sa OF NI OGSNRaiAl diSapresXkalld
et al, Science, 2020.

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 fonctionnellenetifier leur état
physiologique. lls peuvent interagir différemmeinta suite dda fixation a la membrane de la cellule
réceptrice mais ces mécanismes sont encore mal connus. On ne saipggasxemple si un mode
ROAY G SNI OG A 23N R AST RENISWR NI 080 t:08E24a2Y8 0

6.5.1. Fixation a la surface des cellules cibles
Le ciblage des cellules semble avoir lieu via des interactions spécifiques entre des protéines enrichies
a la surface des exosomes et des récepteurs au niveau de la membrane pasimilgucellule. Bien
gue 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 (MECAinsi, les intégrines présentes dans la membrane des exosomes peuvent
LI NI SESYLX S £ tF F2A48 AYyGSNIIAN | SO t8a vzt SOdz

gue les ICAMdrtercellular adhesion moleculé®, et les composants de la MEC pour effectuer une
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fixation'8%. Hosino et ses colléguesnt égalementmontré que la composition spécifique des
exosomes en certaines intégrines définissait le lieu de formation des métastases dans le cancer,
induites par ces mémes exosonfs Les tétraspanines ont également été identifiées comme

LI NI Syl ANBa RQAYUGSNI OGA2y Hikidon dey ekGanedsyrfescelRiSs F I 2
cibles®®7 9 y FAY S RQIlI dziNBa VY2tSOdzZ Sa 2yid dzy ®“™ubkS RIya

composition lipidique des exosomes, notamment la phophaiselyine’®® (Figure 11)

Cependant, on ne sait pas a ce jour si le ciblage des cellules par uit 8oudS LJ- NI A Odzf A SNJ R
NEadAg 68 RQdzy LINREOSaadA ALISOATA[AS ®2dz y2ys fF fAf

6.5.2. Signalisation intercellulaire médiéer pas exosomes
Une fois fixés a la cellule réceptrice, les exosomes peuvent soit (i) rester a la membrane et engendrer
une signalisatiol’, (ii) étre internalisés par différents processus de dynamique des membranes a
al @2ANJ f QSy R2 O dldicatarbe o Bon)Faymadropitio&ytd§Red la phagocytost! ou
f QSyR20&i2aS @Al I OR3P @rol Encofeipar fuSch deNindirBriarteE £ A LIA
(Figure 11)
[ a4 SE2az2YSa az2yid R2yO OFLlofsSa RS as$ FTAESNJI Lidzr
cellules. Les premiers exemples de ce processus ordésit auparavant et concernent lesavaux
de Raposo et Zitvogel qui démontrent que les exosomes dérivés de lymphocytes B et de cellules
RSYRNAGAIdzSa>x NBALISOGABSYSylz azyd O bmesSa RQAy
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 cellul®@pay i SNY SRA I A NB
processus évoqués-dessus. lls vont ensuite pénétrer dans un endosome précoce puis un CMV, qui
contient possiblement des exosomes néoformés. Il y a alors plusieurs possiiiliess exosomes vont

étre dirigés vers le lysosome os ilont étre dégradé¥’, (ii) fusionner avec la membrane du CMV et

libérer leur contenu dans le cytoplasme ou vers le réticulum endoplasriiR)(ié) ou étre resécrétés

via la fusion du CMV avec la membrane plasmitiegure 11)

9YFAYS fI FdzAA2y RS& YSYONrySa SyiNIrAyS €S (NI Yy
danscellRS f I OStfdzZ S NBOSLIINKROSFgureil) t A0S NBE a2

lAY3aAS fQKSGSNRISYSAGHS LIKSy208LRAId2S RSa SE2a2Y8:

cellule réceptrice qui, a son tour, régit sa fonction.
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Figurell: Interactions des exosomes avec la cellule réceptrite fonction du type cellulaire, les exosomes peuvent
fixés a la membrane (surface binding) et initier une signalisation intracellulaire. Les exosomes pgai@ment étr
AYOGSNYIfAaSa OAl RAFFSNByidiSa @2A8a odzZlil{1{Suvad [ QAY (S
qui va se différencier en CMV dans lequel les vésicules internalisées vont étre mixées avec les VILsgihivsled &\
avec le lysosome entraine la dégradation des exosomes et le recyclage du contenu pour alimenter le métabolism:
Les exosomes peuvent également libérer leur confetease of vesicle conterdans le cytoplasme de la cellule réoie
via fusion avec la membrane plasmique (membrane fusion) ou des CMVs (back fusion). Enfin, les exosomes peu
sécrétéqre-secretionp 5 QF LINB& bASt SG FtX bldid wS@ a2t /Stft . A2

6.6.Fonction des exosomes dans le cancer

Dans le contexte tumoral, la communication cellidagst un processus dynamique majeur. Il est
désormais acquis que les exosomes en font partie intégrante. Les conditions physiologiques

LI NI A Odzf ASNBa RIEya S YAONBSYDANRBYYSYSYyid Y2RATAS
LX dza R @ §ue LsiceIMIés sairtds De plus, leur contenu est également différent de la cellule

mere ce qui suggeére un processus de tri spécifique qui permet de promouvoir la croissance tumorale.

6.6.1. Induction de lésions néoplasiques
Différentes études ont démontré que SE2a42Y S48 SGFASyd OFLI o6t S&a RQA)
cancer. Ainsi, il a récemment été démontré que les exosomes dérivés de cancer du pancréas possedent
la capacité de transformer les cellules NIH/3T3 en y induisant des mutdfidde la méme maniére,
les exosomes dérivés de c&bdld Rdz aSAy Si RS tF LINRaidldS asSvyof Sy
néoplasiques via le transfert de leur contenu en miBRNS*2% Plus précisément, les miRR5b,
miR130etmimpp = Ay &A jdz§ ftQlwbY 1 w!{ Si Yw!{ RSa SE:
AaSYoft Syl LRdzO2ANI AYAGASNI 1 NBLNRBINI YYIGARZY yS2I

souches adipocytairé®.

6.6.2. Role dans la progression tumorale
Une des premiéres étles démontrant le fait que les exosomes dérivés de tumeur étaient capables de

promouvoir la croissance tumorale fOt celle de Liu et ses collegues en 2006. Les auteurs ont démontré
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jdzS t QAy2S0iA2y RQSE242YS83a RSNA JTSAInR®enfraingity SSa R
une augmentation de la croissance cellul@teDepuis, de nombreuses études mftii & dzNJ f QS (i dzR
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
Llesexoso®a RSNAGZSEA RS (dzySdzNA az2yid OF LI ofSa RS NBY;
migratoire des cellules cancéreu$&gFigure 12) En effet, ils interagissent avec les composants de
OSGGS YIFIGNROS @Al RSaA Y2 protérde gfivontRaiEgrales @lle2ge S G
des métalloprotéinases (MMPs) ou des cathepsitie€e remodelage de la MEC permet la libération
RS Oeliz21AySa Si RS T OdSdzNA RS ONBAaalyoOS lj
microenvironnement turoral afin de favoriser la croissance tumorale, comme les fibroblastes. Ainsi,
il a été démontréin vivoque les exosomes tumoraux, via la sécrétion de-o @Euvent induire la
différenciation de ces derniers en fibroblastes associés au cancer (FAC)ssgdgat un phénotype
mésenchymateu®31®3, Enfin, les exosomes semblent étre capable de libérer des signaux

chimiotactique$42%4

6.6.2.2 Effets sur le systéme immunitaire
Desétudes précocest QA Y (i S NBoadiidns/hiblodiqdeE des exosomes tumoraux ont révélé un
role sur le systéme immunitaitE:2°5206 (Figure 12) Depuis, de nombreux mécanismes ont été
ARSYUAFASAZT y20F YYSY G Rl y a-turhdrale 3AudiJloblBebraes Boyit RS ¢
OF LI ofSa RQAYKAOGSNI f QI OGAQBAGS RSa tfevYLKz20edsSa ¢
systéme immunitaire tels que CT4Aet PDL1, qui, une fois liés a leur récepteurs sur les lymphocytes
T, les rendnt anergiqued’+?%°, Pogjio et ses collégues ont récemment démontré quelR2xosomal
SGFAG OFLIO6fS RQAYRAZANB dzyS AYYdzy2adzLlINBaaiAzy ¢t
danslecancét’® / S& yIy2@SaArA0dzZ Sa a2y i | ciuldskT, nOtammdlerd £ Sa R ¢
Al f QSELINB & aA 2y 21 R2aid alis3ilvig Ruér cottéhfi enljmiA@RNSE. Hist sont
SALESYSyd OFLIofSa RS NBONHzESNI RQlFdziNBa | OGS dzNE
NEB3IdzZ  iNAOS&T OAl BQBE[INBIAALBKAREOAYVREKAEE2{ 5 dzNJ ¢
leurs fonctions immunosuppressivés Notre équipea aussi démontré que les exosomes désivie
tumeurs pouvaient activer les cellules myéloides suppressives (MDSCSs) via la forme membranaire de
HSP70, et de promouvoir la croissance tumdtalé&n autre effet immunosuppresseur des exosomes
NEAARS RIya fSdN) OFLIOAGS £ AYKAOSNI fSa OSEf df &
NKG2B'*2?Y" Enfin, les exosomes peuvent affecter la fonction et la différenciation des cellules
dendritiques et des macrophagé’ Ainsi, il @iste une large diversité de mécanismes qui soulignent

les différents effets des exosomes sur le systéme immunitaire dans la litté¥4ttife
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66239 FFSia adzNJ £ Ql y3IA23SysaS Si ft QK@ LIRREAS
La néoangiogsse accompagne la croissance tumofle Sf £ S LISNXY SG RQlF OKSYAyYS!
autres métabolites nécessaire a la croissance des cellules cancéreuses. Elle constitue également une
voie privilégiéade la formation des métastases. Des études ont mouwfué les exosomes dérivés de
tumeurs favorisaient la vascularisation de la tumd€Bigure 12) Par exemple, la tétraspanine 8
O2YUNROGdzZS | dz NBONHzi SYSyid aStSOGAT RS LINRPGISAYySa ¢
absorbés par les cellules endétlales, induit une augmentation de la prolifération, de la migration et
de la maturation des progéniteurs endothéliaux, favorisant ainsi la néoangiogeneése au niveau de la
tumeur'®®, De la méme maniere,aths le mélanome, la protéine WNT5A entraine la libération
RQSE2a2YS8Sa O2yiSylyd RSa TI Ol SdzNE 29 shBis gfiecddars ISy A |j d
le cancer de la téte et du coup, les exosomes contiennent la protéittBEEt contribuent a
fQFy3aA23SyRaS Gdzy2NI €S

[ QK@ LM ENzf BIKSY2YS8yS LI NIAOdzZ ASNBYSyid LINBaSyid | dz
néoangiogenése. Ainsi, les exosomes dérivés de glioblastome sont enrichis en facteurs de régulation
RS ft QKeLR2EAS Si NBLNRINI YYSyYy( rilaSaimatds defnozieduxr Sy R2 |
vaisseaux sanguiffd. De la méme mniéere, les exosomes dérivés de tumeur du poumon hypoxique
libérentlemiRn oI 1j dzZQAf & O2yGASYyySyidsz RIya tSa OB%fdzZ Sa
[ S& OStfdAZ Sa O yOSNBdzaSa az2yld R2yzZDSKI fIRb {842 ROV
favoriser la croissance tumorale.

6.6.2.4 Effessur la formation des métastases
Plusieurs études ont également démontré un réle des exosomes dérivés de tumeurs au niveau de
différentes étapes de la formation des métastas@Sigure 12) Ainsi, dans un modéle de cancer
mammaire murin, Tominaga et ses collegues ont révélé que lelBliR exosomal entrainait la
dégradation de la barriere hématencéphalique et promouvait ainsi la formation de métastases
cérébraled®. De facon similaire, le mMiE05 contenu dans les exosomes dérivés de cancer du sein
SYGiNI AyS fI F2N¥YIGA2y RS YSiOradlrasa Lz Y2yl ANBA

pour la protéine Z€l1, constituant important de la perméabilité vasculaffe

Dans le mélanome, deux étudest souligné le réle des exosomes contenant la protéine MET dans la
formation des métastasé®??® |/ S& RSNYASNAR az2yid OFLIofSa RS NBO
de la moekk osseuse vers un phénotype prétastatique via le transfert du récepteur de tyrosine
1TAYFAS a9¢z SiG FAYAA RQmgtastatg&ERIDans le Gagebiddu pankréag, R Q dzy
les exosomesétivés de tumeur sont enrichis en la protéine MIF qui, une fois assimilés par les cellules

de Kupffer du foie, induit une libération de TBEui créé un environnement favorable a la formation
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de métastases dans ce méme org#&ieDe plus, Hoshino et ses collégues ont démontré quedf! p

Sy AyGiSaNAySa RSa SE23a2YSRARBOIQBYRNRR UBRYG2 (i SHL.
préférentiellement se développ&P.

lAyars £S48 SE242Y8a &4SYofSyid siGNB dzyS @92AS RS O
foyer métastatiques. Il est néanmoins nécessaire de poursuivre les recherches afin de rkéteianis

jdzSt ft S&a YSadzaNBa Sa SE2a2vYS8a az2yid AYLRNIFyGa R

innovantes ont été développées dans cette opti¢fié*®

6.6.2.5Rdes dans la résistance a la thérapie
Plusieurs études ont indiqué que les exosomes peuvent médier la résistance a la thérapie, notamment
au travers def QSELI2 NI RS& RNR3IdzSa OKAYA2( €Egmd 12)9%dri A lj dzS a
exemple, legellules de carcinome ovarien humain résistarae cisplatine possedent un déréglement
Rdz T2y OiGA2yySYSyld feazaz2ylf ljdA lo2dziaAd Lt dzy$S
cisplatineé®. Ensuite, les exosomes tumoraux sont capables de transférer des protéines associées a la
résistance aux drogues. Parmi ces protéines, TRPC5, présente dans les exosomes dérivés de cellules
MCF7 résistantes a la doxorubicinetemapable de transférer la résistance a la chimiothérapie dans
les cellules réceptricéd. 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 diRrbD0-5p dans le cancer du poum®A ou le long ARN non
codant ARSR dans le cancer du #&inDe plus, ces nanovésicules dérivées de tumeur peuvent
transférer des molécules adti LJ2 LJG 2 G A lj dzS& 2dz ljdzA FIF @2NRASY G 1 &
OFlda RSa SE2a2YSa RSNA@Sa RS OF yOS \ebratiB*FEnfinS  |j dzA
f Sa SE2a2YS8a &az2yid OFLIoftSa RQFIAN @ayly@ncet 8 S dzN
sein, les exosomes porteurs de la protéine HER2 sont capables de fixer le trastuzumab et par
02y asSljdsSyid RQSYLI OKS Nilesicantérelsé® Dela/meéne jainidids dafis3ea OS T
lymphome B malin les exosomes porteurs de CD20 protégent les cellules cancéreuses des anticorps
dirigés contre cette protéiré®.
/ §a SGdRSa a2dA AIWDYHQIRIFES B YARNIZ WSS RIya ¢85

aux thérapies et constituent, de fait, des cibles thérapeutiques.
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Figure 12 : Rble des exosomes dérivés de tumeles exosomes dérivés de cellules tumorales peuvent influe
microenvironnement local mais aussi systémique. lIs peuvenagitexvec le microenvironnement tumoral pour promot
f QI y 3 A ;aagBgesesisSen activant les cellules endothélialeEndothelial celllet en augmentant la formation d
capillaires(capillary formation)via une sécrétion accrude VEGF. Les exosgine 42y G S3+ f SYSy i
SYGANRBYYSYSylG AYYdzy2adzLJINBaaiAT @Al fQlF OGABrGA2Yy RS:
des cellules Tinhibition of cytotoxic effector function)De plus, les exosomes modiiléa formation de niche pr
YShladlkdaljdzS S RS S Nyké@ast lefcanpdiBEmeyt 2dasNailulass ¥hn, dayle transfe
transporteurs de drogues ou via son action en tant que |gaigeoy) les exosomes favorisent la progression tunerk
survie(promotion of survivalgt la résistance aux drogugdrug resistance)s Q I LINB &PleBKerBiachi® Ribphys Ac
Rev Cancer020.

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 plplsigigue ces nanovésicules

jouent un rdle important dans le cancer, les chercheurs tentent de fiaeti du contenu biologique

RS&a SE242YS8a | FAYy RQSGFof AN RS&a 06A2YLF NJjdzSdzNa O,
multiparamétriques. Il existe ainklf SGK2NB RS LJzf AOF A2y a &dzZZ3aSNI yi
molécules particulieres préserg@lans les exosomes pour le diagnostic, le pronostic ou le suivi du
cancei®z%2%p [ & odzi RS OS8GGES LI NIARQKOSEA G NBR RS (N
I LILX AOFGA2ya Of AyAljdsSa RSa erguarssySa t f QFARS RS
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6.7.1. Le contenu protéique des exosomes en tant que biomarqueur
5S y2Y0ONBdzaSa SldzAllSa RS NBOKSNOKS 2yinesaNBedSt S f I
des exosomes et leur corrélation avec la présence ou le stade de la maladie. Par exemple, en 2012,
Peinado et ses collegues ont identifié une signature protéique spécifique dans les exosomes circulants
de patients atteints de mélanome métasigie, composée de MET, VAt TYRP??6 Une autre
SidzRS &dzZ33ISNB fQdziAftAaldAaAz2y RSa LINRPGSAySa alL!
mélanomé*’. Moon et al ont quant a eux identifié¢ dans de i dzZRSa RAFFSNBy(iSa f Qd
des protéines Del et de la fibronectine dans les exosomes pour la détection précoce du cancer du
seirt*:242 Des techniques a haut débit ont également permis de révéler une utilité potentielle en tant
gue biomarqueur, notamment la spectrométrie de masse. Ainsi, Arbelaiz et ses collégues ont identifié
une combinaison de protéines dans les exosomes capable de diagrer un cancer du foie avec une
précision correct&® De la méme maniére, une équipedémontré que le phosphoprotéome des

exosomes pouvait avoir une utilité diagnostique dans le cancer défsein

Mais les exosomes semblent aussi utiles dans le suivi du cancer. Ainsi, des chercheurs ont montré que
fSa LI dASyda I G0SAYy wipossededrnln tduk §EdedaEdR&ite dandlesh NB a  |j
exosomes circulants, avaient une probabilité de survie statistiguement inféff€utdais une des
LINEGSAYySa SE2a2YLfSa |jdza Q3a,6n8l¢ dbkge par Ses haticdzgs RQ S &
monoclonaux a révolutionné lapriseencla8 RS&a LI GASyda FdGSAyda RS Ol
plus grand que la détection de la présence de cette protéine par IHC présente plusieurs inconvénients.
Ainsi, Chen et ses collegues ont récemment démontré que le dosage-té &&ns les exosomes
AANDdzE I yia RS LI GASYyGa FGGSAyGa RS YSEIly22S Sl Al
Notre équipea également okbenu les mémes résultats et démontré son utilité en tant que facteur
pronostique puisque le taux de RO dans les exosomes corréle également avec la probabilité de
survie globale et sans progressiy® 5 QI dzi N3 & SidzRSa 2yid lFdzaaiA Yria §
en tant que margeur circulantdansR Q | dzii NB2#20°8 Eyffid, SiMéEautre possibilité réside dans
f QSGdzZRS Rdz LINPFAf RS& AyiSaINARySa LINBaSyidisSa RIya
d

les métastaes vont préférentiellement se développ@r

La recherche sur les exosotne & Q2 NA Sy Sy i OS LIS yiIRa Lidif | AISANSBY &f ORSHISIRR
LI NI A Odzf A§NBax Sy @dzS RQdzy SM*¥ RIS dey @Rglie Drdz@ap dzNE LI
SESYLX S RSY2Y(UNB fQdziAf AldS RSA&-186PRLUIMANS EAiaghddtNI S dzNA
précoce et le suivi du cancer du pancréasen effet, les auteurs ont révélé que la détection
RQSE242YSa Dt/ vmb OANDdzZ Fyda LISNYSGdrAlG y2y &Sdz S
une parfaite précision, mais également de prédire la survie globale et sans progression des’ffatients

Cette étudea également été réalisée par des laboratoires indépendants dans le cancer du sein et du
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color?**®'d 5 QF dzii NB & OK SiélXek SaleNB LIdtyii ARR/SyY GLUFNI A Odzf A § NX
potentiel biomarqueur, Yioshioka et ses collegues ont par exemple mis au point une technologie basée
ddzNJ £t QAYYdzy2 OF LIidzNB RS& SE24a2vYS8a Si ARSYGATAS |jc
diagrostiquer un cancer colorectat.

[ QSGdzRS RSa LINRPGSAYySa SE2a2Ylf Saz slpdeiddonBdn a2 A Sy
fort potentiel en tart que biomargqueur. Néanmoins, les exosomes contiennent également du matériel

génétique qui posséde aussi une valeur clinique potentielle.

6.7.2. Le contenu en acide nucléiques des exosomes en tant que biomarqueur
[ Sa SE2a2YS84a (dz2v2Nl dzE O2y(iASyySyid RSa | OARS&a yd«L
visavisde lacelluehiS® hy & NBUONRdAzIS | AyaR"RBATTSNByda dGelL
En 2016, Yuan et ses collégues ont réalisé une analyse transcriptomique des exosomes qui a révélé la
composition en ARN des exosomes. On retrouve ainsi majoritairement des-Avidte (40,4%), des
PiIARNs (40%), desqudo-génesé 0 132 00X RSa fyO! wba owHIm:03X RSa !
chacun présentant un potentiel biomarquéti® 5 QF dzi NBa GelLlSa RQ! wba &2y

comme les ARNS circulaiféfs

La trés grande majorité des études sur le matériel génétique dans les exosomes concerne les micro
ARNST 2y GNRdz@S FAYy&A dzyS 3INI YRS ljdzZ ydAdS RS LJdzo f 7
plusieurs micreARNs en tant que biomarqueur de diagtic, de pronostic ou de suivi du canéef®®

Un des micreARNs des exosomes circulants les plus décrits dans la littérature est-B4 jmdBnt la
surexpression a été identifiée dans de nombreux cancers tels que leagtimle, le pancréas, le

cancer colorectal, du foie, du sein, des ovaires ou encore les cancers oraux, mais aussi dans les
SE242YS848 RSNAGPSE RQdINAYS RS LI GASyld I1¥H3ayia RC
surexpresion du miRL246a été quant a elle corrélée aux différents stades et a la probabilité de survie

3t 20l tS RSa LI GASYyGa I GBSlAayejaemert@uzdécrid topirdeSehant RS € |
& dzNBELINA YS R y2820R ¢xlnfbiNe Br92Oht guk &udsRété identifiés comme des

2y 02 YA Ndie ded @i&éARNs qui favorisent la croissance tumorale, et associés avec différents
parametres cliniqgues dans plusieurs types de carterbais il est également possible de cibler

f QS ELINB & 3-ARNy supp@ssalis GeNEneurs comme le-idiRdont la sougxpression a été

associée aux cancers du foie, du sein, du colon ou encore du pafitréae autre stratégie utilisée

par certaines équipes de recherche vise a utiliser une combinaison de'mieorb & I FAYy RQI Y STt |
précision clinigue de ces biomarqueurs. Différentes études ont ainsi été publiées sur le potentiel

Of Ay Al dzS Rgadinilere dermityeARNsIdbERXx0s0omes dans différents cancers, notamment

pour le diagnostic et le pronostf-263,
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[ RSGSOGA2Y RS Ydzit GA2ya Fdz yASSHdz RS Q! wbY &°¢
aOYASNYIY S 484 02ftt83dz8a 2yi YAad IRISNB2AYEI RIQ/HZNR
capable de prédire un cancer de la prostél€®® 9y FAYy I f Ql g yO0SS RSa (SOl
LISNXYA & FdzE OKSNOKSdzZNBE RQSGdzZRASNI t QSELINB&aarAz2y RQ
IncARNSs ou les ARNs circulants et leur posiatitilisation en tant ge biomarqueur du canc&f26%

270

Des études ont également suggéré que deipgtS & ljdzt yiAGSa RQ! 5b LR dzI ASyYy
SE2a2YSa SG LISNN¥YSGGIAG RQARS yHWRTAMSINIuseSra éqiipdzi I G A 2 y
sont parvenues a détecter des mutations des génes KRAS et TP53 dans les exosomes, dont la fréquence

permettrait de diagnostiquer un cancer du pancrégst?’.

Les exosomes, au travers de leur composition, présentent donc de nombreuses applications
LRGSYdASttSa Sy GrFyd 1jdzS 0A2YIl NJjdzSdzNJ RIya €S RAI
désormais vers une approche combinatoire qui vise a analyser des marqueurs de nature différente afin
RQFYSEtA2NBNI I ALISOAFROAASaBILIE N SBFHINOS f A8 SOIRS 3
collegues qui a détecté la mutation KRXBdans les exosomes GPC1+ uniquement, et dont la
combinaison permet de détecter des lésions infithéliales pancréatiquet @1 y i 2@ el ISNR S
I dziNB SljdzZA LIS | RSY2Y(iNB 1jdzS tF RSGSOGAZ2Y RSa Ydz
RS&4 SE2a2YSax O2Y0AyS t fQ!5biQdu te3d NMGSAstiEr A G RQL
Cependant, malgré les nombreuses recherches menées a ce jour, les exosomes ne sont pas encore
utilisés en clinique FI dzi S RQSGdzRSa Of AyAljdzSa RSY2Y(iNI yi dzy
LI GASyGad / QSaid OS O@SNAE | dehesuRlBskxdsonie§ B dNankiA & a S

I OGdzStt SYSylG on Saalaa Of AyAljdzSa Sy O2dz2NE Rl ya f

tant que biomarqueur du cancehttps://clinicaltrials.govj.
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7. Les protéines de choc thermique (HSPs)

7.1.La réponse au stress cellulaire

[ QK 2 Y S & défind paBa capacité que peut avoir un systéme quelconque & conserver son
équilibre de fonctionnement en dépit des contraintes qui lui sont extériedres.y a A 2 f QK2 Y S2 3
cellulaire consiste en un mécafiS§ R QI dzii 2 NB 3 dz nhislieh flafe pBridey delMlasljafiz@e

répondre a tout type de stress. Ces stimuli peuvent étre de nature environnementale (stress oxydatif,
hypoxie, température élevée), chimique (chimiothérapies, alcool) ou encore physgisdogi
OAYFELYYFHGA2Yy 0D [ S& OStfdAf Sa az2zyd R2yO OF LI ot Sa

et de survivre.

Le concept de réponse cellulaire au stragté décrit pour la premiére fois en 1962 par Ritossa et ses
collegued’. Les chercheurs ont en effet observé une boursouflure cl@®@mosomes géants de

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

LI NJ dzyS aeéyidiKsasS RQ! wb2fINE/aQ NaGLIATRS YySIyAlA & dg30rSS yRid3 ¢
au choc thermiqueDouze ans aprés ces premiéres observations, Tissiéres et ses collegues ont
démontré que ces boursouflures des chromosomes en réponse azu®ch i K SNX A lj dzS8 a QI 00z
RQdzyS LJ dza& 3INI YRS LINRBRdAzOG A 2 Yy prt@ned dsBhicIHeyhBue> |j dzQA
(Heat Schock Proteins, HSPs)Depuis, on a découvert que ces protéines sont trés conservées et

présentesdans la gande majorité des espec€§2%

La réponse au stress se caractérise par la surexpresies HSPs en réponse a un stress aigu ou
chroniqué®® / SGGS | dAYSYyGlGA2y RS f QSELINBaaAz2y LINRGSA
appelé «Heat shock facton o1 { CO ljdzA X dzyS F2Aa&a | OGADGSDN &S f A
appelée «Heat shock element (HSE). Cette fixation va déclencher la transcription des genes des HSPs
inductibles, puis entrainer leur traduction dans la cefifleChez les vertébrés, il existe plusieurs

membres de la famille des HSF (H8F1De facon générale, HSF1 est le facteur de transcription
majoritaire chez les vertébréBlSF1 et HSF3 sont activés en réponse a différents tgstressalors

que HSF2 eshduit lors de processus de différenciatféi?®282et HSF4£omme un modulateudans

le développement et la maintenance des organes sensétiéfé

l{Cm NBalsS R2yO NBLRGESIZNI dY FH3INBNI AR DKISH £ Q1 2YYSo
va passer de sa forme monomérique inactive dans le cytoplasme, a une forme trimérique active qui va

subir de nombreuses modifications peasaductionnellesrégulantson activité et a stabilité. Cette
GNRAYSNRALFGA2Y Sad adAOAS RQdzy'S (NI yatz20FGazy REy

aux HSE, dans le promoteur des genes des?ftSPstte fixation déclenche alors la synthese des HSPs
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qui vont avoir au sein de la cellule un rdle de chaperon moléculaire qui permet de maintenir

f QK2YS2ail &ASer@Sdnied réparetIeg domrhage? pidtéilids. e retour a une

situation normale se faitki f QF ORA2R2 RR¥A3AY S RS f A laisi gug pales f Q! 5b
protéines de choc thermique HSP90 et HSP70 qui vont maintenir HSF1 sous forme de monomere inactif
(Figure 13)Un stress trop sévére ou trop long entraine quant a lui des dommagesnogrtants

pour les capacités de réparation de la cellule, qui entrera alors dans un processus gamapaptose

Ou par nécrose.

Figure13: Représentation schématique de la réponse au stress par HSF1 chez les vertélerégéess cellulaire induit
trimérisationde HSFpuis sa relocalisatiodans le noyau cellulaire. La phosphorylation stinsoleactivité transcriptionnells
permettant ainsi la synthése des géresHSPs5 Q | LINB a deMargaiix fséviale des protéines de choc thermi
dans les néoplasies myétofifératives : implication de HSP27 dans la myélofiraea7.

7.2 Classification des HSPs

Les HSPs sbadlassées en fonction de leur poids moléculaires. On distingue ainsi 6 grandes familles de
HSPs chez les mammiferddSP110, HSP90, HSP70, HSP60, HSP47 et les petites HSPs ou small heat
shock proteins (sHSPJableau 3. Bien que les HSPs partagent des propriétés communes, chaque

classe possede des caractéristiques particulieres du fait de leur localisatioailleur dépendance

2dz y2y t tQl ¢t 2dz SyO2NB fSdzNJ YSOFyAayYS RQIOGA
constitutionnelle ou induite, et son retrouvées dans différents compartiments cellulaites

cytoplasme, le noyau, la mitochondrie, le rétiaul@ndoplasmique ou encore dans les membraties.

existe une liste non exhaustivesle { t &> OSNIiF Ay S&a Sl y Quakdfatailes S dzRA S

nous intéressent particulierement ici.
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