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Résumé

Les vésicules extracellulaires (VE) jouent un réle de communication intercellulaire pouvant
réguler le systtme immunitaire. Les VE sont composées de différentes populations que 1’on
retrouve dans tous les fluides biologiques et constituent des biomarqueurs ainsi que des
outils thérapeutiques dans diverses pathologies comme les cancers.

Une étude dans notre laboratoire a révélé le potentiel de biomarqueur des vésicules
extracellulaires plasmatiques (VEsp) chez des patients infectés par le virus de
I’immunodéficience humaine de type-1 (VIH-1). Cette étude a montré un enrichissement
des VE acétylcholinestérase positive (AChE+) et des marqueurs protéiques de la population
des exosomes chez les patients infectés. Nous avons proposé comme hypothése que la
population de VEsp AChE+ serait des exosomes et que cette population constituerait un
meilleur biomarqueur de I’infection par le VIH-1 que I’ensemble des VE.

Les VEsp AChE+ d’une nouvelle cohorte de patients ont été caractérisées. Dans un premier
temps, la purification des VEsp AChE+ a été optimisée afin de séparer les grosses vésicules
des petites. Dans un deuxiéme temps nous avons validé que la population de VEsp AChE+
est une population homogeéne et spécifique dont le potentiel de biomarqueur de 1’infection a
été validé. Pour terminer la caractérisation de cette population, elle a été séparée dans un
gradient de vélocité a I’iodixanol afin de valider que cette population de vésicules était des
ex0somes.

Ce projet a permis de valider que la population d’exosomes AChE+ purifiées et
caractérisées dans une cohorte de patients atteints du VIH-1+, représente un biomarqueur

de I’évolution de I’infection par le VIH-1.
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Chapitre 1 Introduction

1.1 Le virus de 'immunodéficience humaine

Le virus de I’immunodéficience humaine de type 1 (VIH-1) est le virus responsable du
syndrome de I’immunodéficience humaine acquise (SIDA). Le VIH-1 posséde une activité
transcriptase inverse permettant de le classer dans la famille des Retroviridae, et le VIH
cause une infection lente et chronique qui permet de le classer dans le genre lentivirus
(Gonda, Wong-Staal et al. 1985, Sonigo, Alizon et al. 1985, Alizon and Montagnier 1986).
Ce rétrovirus de 100 a 120 nm est enveloppé d’une bicouche lipidique provenant de la
cellule héte. La capside virale contient le génome composé de 2 ARN monocaténaires de
polarité positive. Les éléments de structure des particules virales sont codés par différents
genes, dont 3 principaux gag, env et pol. Le géne gag (group specific antigen) code pour
les protéines gag formant la structure de base de la capside (Scarlata and Carter 2003). Le
géne env code pour les glycoprotéines de I’enveloppe virale (Watts, Dang et al. 2009) a
savoir la gp120, une sous-unité de surface, et la gp4l, une sous unité membranaire
nécessaire pour infecter les cellules hdtes grace a son affinité pour le récepteur CD4
(Klatzmann, Barre-Sinoussi et al. 1984, Cicala and Arthos 2014). La transcriptase inverse
est codée par le gene pol, elle rétrotranscrit I’ARN viral en ADN viral dans la cellule hote
(Dufour, El Dirani-Diab et al. 1998). La capside contient également des génes accessoires
tat, rev, nef, vpr, vif, vpu et tout récemment le dernier géne qui donne la protéine antisense
protein (ASP) codée par le brin anti-sens vient d’étre confirmé (Cassan, Arigon-Chifolleau
et al. 2016).

Le VIH-1 est connu pour provoquer une gamme de dysfonctionnements du systeme
immunitaire, menant a une maladie chronique et souvent a la mort en absence de
traitement. Cette pathologie implique une baisse rapide du nombre de lymphocytes T CD4
(McCune 2001), lors de la phase primaire de I’infection. Pendant un certain temps, la
charge virale est contr6lée grace a la réponse des lymphocytes T CD8 cytotoxiques
(Borrow, Lewicki et al. 1994). Par la suite cette réponse devient moins efficace et une
¢évolution lente de la maladie s’installe, c’est la phase chronique. Lors de cette phase les
lymphocytes T CD8 proliferent et arborent un phénotype épuise, tandis que les
lymphocytes T CD4 décroissent (Chun, Nickle et al. 2008, Lorenzo-Redondo, Fryer et al.
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2016). Cette variation cellulaire décrite tres t6t aprés la découverte de la maladie fait que le
ratio lymphocytes T CD4/CDS est encore aujourd’hui le biomarqueur de la pathogénese du
VIH-1 (Sainz, Serrano-Villar et al. 2013, Serrano-Villar and Deeks 2015). Lorsque le
systétme immunitaire s’épuise, c¢’est la phase SIDA. Les lymphocytes T CD8 rentrent en
sénescence et anergie (Day, Kaufmann et al. 2006, Trautmann, Janbazian et al. 2006) et la
quantité de lymphocytes T CD4 devient faible. Le systéme immunitaire n’est plus capable
de contréler la charge virale qui augmente rendant ainsi le patient plus vulnérable aux
infections opportunistes pouvant entrainer la mort (Boshoff and Weiss 2002). En résumé
I’infection par le VIH-1 se déroule en 3 phases qui sont la primo-infection, la phase

chronique et la phase déclarée dite SIDA tel qu’illustré dans la figure 1.

Phase d'infecfion Phasze dinfection chronigue DA déclaré

4 Cusnité LT cytotoxique TCDB VIH

cans e

]

|

| »
1 semaines 301 B 8 années 12
Evolution du SIDA

& Gearges Dolisi

http:liwww. bio-top.net/

Figure 1. Evolution de la pathogénése du VIH-1.
L’évolution de la pathologie du VIH-1 se déroule en 3 phases qui sont la primo-infection ;
la phase d’infection chronique ; et la phase SIDA. (Adapté de http://www.bio-top.net/)

L’ensemble des réponses immunitaires est affecté de maniére irréversible des la phase de
primo-infection due a la pathogénése causée par le VIH-1 et ce jusqu’a I’épuisement de ce
dernier. 1l est nécessaire de bien caractériser les troubles causes par le VIH-1 sur le systeme
immunitaire, car il n’existe pour 1’instant aucun traitement curatif a cette pathologie. Les
thérapies aux antirétroviraux (ART) permettant de lutter contre cette infection ne sont pas
accessibles a tous. Selon ’organisme de I’«ONUSIDA» sur les 36.9 millions de personnes

vivant avec le VIH-1 en 2014, seulement 15.8 millions de personnes avaient accés aux
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ART. Plusieurs études se sont intéressées au rble des VE au cours de cette infection
(Madison and Okeoma 2015). Afin d’améliorer notre compréhension des évenements
précoces associes aux dérégulations du systeme immunitaire et la pathogénese de
I’infection, nous avons porté notre attention vers 1’étude des vésicules extracellulaires (VE)
présentes dans le plasma des patients VIH-1. Ces VE pourrait en fait s’avérer étre de bon
biomarqueurs de 1’état d’activation du systéme immunitaire au cours de 1’infection par le

VIH-1.

1.2 Les vésicules extracellulaires

C’est a partir de plusieurs lignées cellulaires que la sécrétion d’une population hétérogéne
de VE, ayant une activité 5’-nucléasique, a été mise en évidence par Trams, E.G. et al,
(Trams, Lauter et al. 1981). Plus tard, la libération de vésicules par des réticulocytes,
portant le récepteur de la transferrine, a été observée (Pan and Johnstone 1984). Il était
alors connu que les corps multivésiculaires (MVB) fusionnaient avec les lysosomes,
conduisant a la dégradation de leur contenu (Hershko and Ciechanover 1982, Pan and
Johnstone 1984, Tanaka 1985). Grace a la microscopie €lectronique la fusion entre les
endosomes, comportant les MVB, et la membrane plasmique des réticulocytes ainsi que la
libération dans le milieu extracellulaire de leur contenu a ainsi pu étre mise en évidence
(Harding, Heuser et al. 1983, Pan, Teng et al. 1985). C’est en 1987 que le terme
« exosome » a été choisi pour désigner les vésicules extracellulaires ayant pour origine la
voie d’endocytose (Johnstone, Adam et al. 1987). En 1996, les exosomes ont éveillé
I’intérét des chercheurs par la présence du complexe majeur d’histocompatibilité de classe
2 (CMH-II) fonctionnel a leur surface. Les exosomes ont été découverts a partir de travaux
sur des lymphocytes B, transformés par le virus Epstein-Barr (EBV) (Raposo, Nijman et al.
1996), et sur des cellules dendritiques de souris (Zitvogel, Regnault et al. 1998). Ces
exosomes ont montré un role fonctionnel dans [’activation de lymphocytes T CD4 en
arborant des molécules du CMH fonctionnelles, conférant des implications dans plusieurs
processus biologiques comme la présentation antigénique et dans certaines pathologies

comme les cancers et les pathogenéses des infections.

Les différentes populations de VE (Kowal, Arras et al. 2016), leurs compositions, leurs

3



fonctions et leurs potentiels théranostiques, ainsi que les différentes méthodes de
précipitation seront abordés. La capacité des VE a réguler le syst¢éme immunitaire peut les
doter de rdles pro-viraux et anti-viraux dans I’infection par le VIH-1. Ainsi, en relation avec
le role, la biodisponibilité et le contenu des VE, nous verrons que cela leur conférent un
potentiel de biomarqueur dans plusieurs pathologies (Thind and Wilson 2016) notamment
le VIH-1 (Hubert, Subra et al. 2015). C’est dans ce contexte que 1’objectif de ce mémoire
s’insere, soit I’amélioration des méthodes de séparation des VE du plasma (VEsp) chez les

patients VIH-1.

1.2.1 Les différentes populations de vésicules extracellulaires

Il existe plusieurs types de VE qui difféerent selon la taille, la biogenése et les fonctions
(Figure 2). Plusieurs populations de VE ont été décrites, dont les principales étudiées sont
les exosomes, les microvésicules (MVs) et les vésicules apoptotiques (Lobb, Becker et al.
2015). Les VE incluent aussi d’autres populations vésiculaires et des sous populations qui

sont des vésicules dérivées de populations cellulaires spécifiques.

Extracellular vesicles

resting or activated cell




Figure 2. Représentation des différentes populations de vésicules dans le milieu
extracellulaire.

Cette représentation illustre I’hétérogénéité des VE dans le milieu extracellulaire. On peut y
retrouver différentes sous-populations de VE libérées par les cellules actives ou au repos,
celles en apoptose ou encore les cellules tumorales. Tiré de (Gyorgy, Szabo et al. 2011).

1.2.1.1 Les microvésicules (MV5s)

Les MVs possédent des tailles hétérogenes comprises entre 100 et 1000 nm (Borges, Reis
et al. 2013). Les MVs proviennent du bourgeonnement de la membrane plasmique, ainsi
leur composition est similaire a la membrane plasmique et peut varier en fonction de la
cellule d’origine (Booth, Fang et al. 2006). Les MVs peuvent dériver des cellules
endothéliales, des plaquettes sanguines ou des cellules immunitaires telles que les

lymphocytes T CD4, les macrophages et les cellules tumorales (Ismail, Wang et al. 2013).

1.2.1.2 Les exosomes

Les exosomes sont des vésicules de petite taille comprises entre 50 et 100 nm. Les
exosomes proviennent du bourgeonnement de la membrane endosomale (vers I’intérieur de
I’endosome) formant des vésicules intraluminales appelées également «corps
multivésiculaires» (Denzer, Kleijmeer et al. 2000). Ensuite 1’endosome va soit fusionner
avec le lysosome formant 1’endolysosome (Chen, Hui et al. 2013), ou bien fusionner avec
la membrane plasmique libérant ainsi des vésicules appelées «exosomes» (Harding, Heuser
et al. 1984, Pan, Teng et al. 1985, Raposo and Stoorvogel 2013). La sécrétion d’exosomes
peut étre spontanée ou induite selon le type cellulaire. Les réticulocytes (Pan, Teng et al.
1985), les lymphocytes T (Peters, Geuze et al. 1989, Blanchard, Lankar et al. 2002), les
mastocytes (Raposo, Tenza et al. 1997), et les lymphocytes B au repos (Rialland, Lankar et
al. 2006, Muntasell, Berger et al. 2007, Arita, Baba et al. 2008, Saunderson, Schuberth et
al. 2008) sécrétent des exosomes en quantité détectable seulement apres 1’activation
cellulaire (par exemple : activation par le TCR (T Cell Receptor) dans les cultures de
lymphocytes T). Tandis que les lymphocytes B transformés avec ’EBV (Raposo, Nijman
et al. 1996, Arita, Baba et al. 2008), les cellules dendritiques (Zitvogel, Regnault et al.

1998), et les macrophages (Bhatnagar, Shinagawa et al. 2007) sécretent des exosomes de



maniere constitutive in vitro, tout comme la plupart des lignées cellulaires tumorales
(exemple : mélanome, carcinome, adénocarcinome etc..) (Wolfers, Lozier et al. 2001). Les
complexes ESCRT-I, Il et 11l (Endosomal Sorting Complexes Required for Transport)
permettent la biogeneése, le recrutement et la séquestration des protéines ubiquitinylées dans
les exosomes (Schmidt and Teis 2012). Il est de plus en plus établi que le Tsg-101 (Tumor
Susceptibility Gene 101) représente un des marqueurs des exosomes (van Niel, Porto-
Carreiro et al. 2006, Kowal, Arras et al. 2016). Un autre margueur, une enzyme, a été mis
en évidence pour la premiére fois a partir d’exosomes provenant de réticulocytes,
I’acétylcholinestérase (AChE) (Johnstone, Adam et al. 1987, Subra 2013). Depuis
I’évaluation de I’activité de I’acétylcholinestérase est couramment utilisé dans ’analyse des
exosomes (Savina, Vidal et al. 2002, Matsumoto, Kano et al. 2016). Récemment une équipe
mis en avant une possible interaction inhibitrice de 1’enzyme AChE entre les exosomes
issues des fluides seminales et les virus du VIH-1 dans un modéle pré-incubatoire (Welch,
Madison et al. 2017).

1.2.1.3 Les vésicules apoptotiques

Les vésicules apoptotiques sont libérées par des cellules en apoptose. Ces vésicules peuvent
contenir du cytoplasme, des organites et de I’ADN fragmenté (EImore 2007). Leur taille est
approximativement comprise entre 800 nm et 5 um (Hristov, Erl et al. 2004, Thery,
Ostrowski et al. 2009). Les vésicules apoptotiques sont capables de transférer de I’ADN
(Holmgren, Szeles et al. 1999) et ont montré un réle dans les processus de migration et de
différenciation cellulaire. Par exemple, les vésicules apoptotiques issues des cellules
endothéliales sont capables d’induire la production de MCP-1 (Monocyte Chemotactic
Protein 1) et d’interleukines (IL) 8 (Berda-Haddad, Robert et al. 2011). De plus, ces
vésicules apoptotiques peuvent également activer la différenciation des cellules
progénitrices des cellules endothéliales (Hristov, Erl et al. 2004). Les vésicules
apoptotiques absorbées par les cellules phagocytaires peuvent présenter les épitopes de
lymphocytes T (Bellone, lezzi et al. 1997), et les antigénes de lymphocytes B (Cocca, Cline
et al. 2002). Les vésicules apoptotiques ont une propriété immunogénique, elles peuvent

induire une réponse lymphocyte T CD8 cytotoxiques (Black, Saunderson et al. 2016) et ont



montré pouvoir contribuer aux thérapies anti-cancers (Muhsin-Sharafaldine, Saunderson et
al. 2016).

1.2.1.4 Les sous populations de vésicules extracellulaires

Dans les populations mineures des VE, sont retrouvées différentes structures membranaires.
Des vésicules ressemblant aux exosomes appelées exosomes like Vesicle (ELV), sont des
vésicules ayant la méme origine que les exosomes; cependant, il leur manque des radeaux
lipidiques, et leur taille ainsi que leurs propriétés de sédimentation se distinguent des
exosomes (Islam, Jones et al. 2008, Théry, Ostrowski et al. 2009, Rivera, Cordero et al.
2010, Silverman and Reiner 2011). Les particules membranaires (Holme, Solum et al.
1994, Hess, Sadallah et al. 1999, Cocucci, Racchetti et al. 2009, Gyorgy, Szabo et al. 2011)
sont des structures qui comprennent des fragments membranaires linéaires ou pliés, ainsi
que des structures cellulaires provenant d'autres sources, y compris des lysosomes
(Stinchcombe, Bossi et al. 2004) et des nanotubes (Davis 2007) sécrétes.

Certaines sous-populations de VE sont spécifiques a un type cellulaire. Le terme ectosome,
quant a lui, est utilisé pour désigner les MVs dérivées des neutrophiles et des macrophages
(Hess, Sadallah et al. 1999, Gasser and Schifferli 2004) et le terme dexosome pour des
exosomes dérivés de cellules dendritiques (Zitvogel, Regnault et al. 1998, Besse, Charrier
et al. 2016). Plus récemment une nouvelle population de grosses veésicules (1-10 uM)
dérivées de cellules cancéreuses a été identifiée sous le terme d’oncosomes (Di Vizio, Kim
et al. 2009, Aass, Ovstebo et al. 2011, Di Vizio, Morello et al. 2012, Minciacchi, You et al.
2015). D’autres vésicules associées a des cancers spécifiques sont retrouvées dans les
fluides biologiques, par exemple les prostasomes sont des veésicules sécrétées par les
cellules épithéliales de la prostate dans le cancer de la prostate (Aalberts, van Dissel-
Emiliani et al. 2012, Skoczek, Nosek et al. 2016, Zijlstra and Stoorvogel 2016).

Ces populations de VE ainsi que les sous populations différent par leur origine, leur
biogénese, leur taille, et leur composition. (Figure 3).

1.2.2 Composition des VE



1.2.2.1 Protéique

La composition protéique des VE, provenant de sources cellulaires différentes, a été
déterminée par immunobuvardage (Raposo, Nijman et al. 1996, Raposo, Tenza et al. 1997,
Escola, Kleijmeer et al. 1998, Zitvogel, Regnault et al. 1998, Wolfers, Lozier et al. 2001,
Blanchard, Lankar et al. 2002), et par cytométrie en flux (Rabesandratana, Toutant et al.
1998, Clayton, Court et al. 2001, Thery, Boussac et al. 2001). De maniére générale les VE
sont enrichies en protéines membranaires qui sont connues pour se regrouper dans des
microdomaines a la membrane plasmique ou aux endosomes. Les protéines membranaires
incluent les tétraspanines (CD63, CD81, CD82, CD53 (Cluster Differentiation)),
composées de 4 domaines transmembranaires (Hemler 2003), enrichies dans les endosomes
(Escola, Kleijmeer et al. 1998). Des études ont également montré 1’abondance de ces
tétraspanines dans les VE de sources cellulaires différentes (Zoller 2009). Plusieurs
protéines, et plus particulierement celles du CMH-I, les téstraspanines, les annexines, les
flotillines et les protéines chaperonnes HSP70 et HSP90 (Heat Shock Protein) (Johnstone,
Adam et al. 1987, Thery, Regnault et al. 1999, van Niel, Raposo et al. 2001), sont
retrouvées de mani¢re commune dans les VE, et cela quelle que soit la cellule d’origine
(Figure 3). Ces protéines peuvent étre utilisées comme marqueurs de VE (Thery, Boussac
et al. 2001, Tauro, Greening et al. 2012). Les protéines sont réparties dans les différents
populations de VE, mais certaines protéines sont enrichies dans une sous-population par
rapport a une autre (Palmisano, Jensen et al. 2012, Kowal, Arras et al. 2016). Par exemple,
les exosomes ayant pour origine les compartiments endosomaux sont enrichis en protéines
endosomales, comme les Rab, GTPase, SNAREs (Soluble N-éthylmaleimide sensitive
factor Attachment protein Receptor), dont certaines sont impliquées dans la biogénese de
corps multivésiculaires (Alix et Tsg101) (van Niel, Porto-Carreiro et al. 2006). Dans les
exosomes, sont retrouvées des protéines intervenant dans la transduction du signal, comme
les protéines kinases la famille des protéines « 14-3-3 » et la protéine hétérotrimérique G
(Thery, Boussac et al. 2001). Toutefois dans les différentes populations de VE, sont
retrouvées les protéines du CMH-I et -1l (Raposo, Nijman et al. 1996, Zitvogel, Regnault et
al. 1998, Kleijmeer, Escola et al. 2001, Blanchard, Lankar et al. 2002). Les VE arborent
aussi des protéines glycosylées ayant un role important dans le ciblage cellulaire des VE et
de leurs interactions (Liang, Eng et al. 2014, Menck, Scharf et al. 2015). En effet, le profil

8



protéique des VE a révélé la présence de plusieurs protéines de liaison aux glycanes qui
déterminent quelles cellules seront ciblées par les VE et comment (Looze, Yui et al. 2009,
Yafnez-Mo, Siljander et al. 2015). Par exemple, la sélectine P de type C (CD62) présente a
la surface des VE dérivées de plaquettes activées, permet a ces VE de cibler les cellules par
le ligand classique de CD62, PSGL-1 (P-Selectin Glycoprotein Ligand-1) (Heijnen, Schiel
et al. 1999). Les VE dérivées de lymphocytes B présentent un enrichissement en acide
sialique 02,3-lié¢ permettant aux macrophages de les capturer via une interaction avec la
sialoadhésine (appelées « CD169 » ou « Siglecl ») (Saunderson, Dunn et al. 2014). La
composition protéique des VE influence leurs roles, leurs capacités d’adhésion et leurs

ciblages cellulaires.

Les VE sont également enrichies en protéines qui s’associent avec des radeaux lipidiques, y
compris les protéines a ancre GPI (glycosylphosphatidylinositol) et la flotilline (Thery,
Regnault et al. 1999, Wubbolts, Leckie et al. 2003). L’association des lipides et des

protéines est différente en fonction de la biogénése, de 1’origine et de I’activation cellulaire.

1.2.2.2 Lipidique

La membrane des VE est constituée d’une bicouche lipidique similaire a la membrane
plasmique des cellules (exceptés les exosomes ayant pour origine les compartiments
endosomaux) (Figure 3), mais difféere des simples couches de haute et basse densité des
lipoprotéines (HDL et LDL) présentes dans les fluides biologiques (Laulagnier, Motta et al.
2004). La comparaison d’une banque de globules rouges et des MVs dérivées de ces
cellules montrent la grande similarité de leurs compositions lipidiques a I’exception de la
glycérophosphosérine polyinsaturée (38:4) qui est enrichie dans les MVs (Bicalho,
Holovati et al. 2013). Les exosomes de plusieurs types cellulaires sont fortement enrichis
en cholestérol et sphingomyéline au détriment de la phosphatidylcholine et la
phosphatidyléthanolamine ainsi qu’en acide gras pour la plupart saturés ou mono-insatures
(Wubbolts, Leckie et al. 2003, Laulagnier, Motta et al. 2004, Subra, Laulagnier et al. 2007,
Bellingham, Coleman et al. 2012, Brouwers, Aalberts et al. 2013). Ces différences
s’expliquent par une biogénése distincte entre les exosomes et les MVs (Bicalho, Holovati

et al. 2013). Les membranes des exosomes presentent une plus grande rigidité que les
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membranes plasmiques des cellules (Laulagnier, Motta et al. 2004, Parolini, Federici et al.
2009). Cette rigidité serait un mécanisme dépendant du pH. Par exemple, les membranes
des VE dérivées de basophiles (RBL-2H3), et traitées avec une solution acide sont
devenues moins rigides et plus proches de la rigidité des membranes plasmiques cellulaires,
qui sont restées inchangées dans le pH acide (Laulagnier, Motta et al. 2004). Cette
observation est cohérente avec celle ou un pH inférieur dans le microenvironnement
tumoral augmente I’absorption cellulaire des VE (Parolini, Federici et al. 2009).
L’augmentation de 1’acidité rend les membranes des VE plus fluides favorisant ainsi leur
fusion avec les membranes plasmiques cellulaires (Laulagnier, Motta et al. 2004). Ce
concept nécessite d’étre approfondi, parce que les cellules de mélanomes cultivées dans un
milieu acide, liberent des VE avec des membranes plus rigides (Parolini, Federici et al.
2009). Enfin, la plus grande rigidité des membranes des VE vient de leur haute teneur en
sphingomyeline, lipides désaturés, et cholestérol qui peuvent contribuer a leur résistance a
la dégradation, et donc a leur stabilité en tant que porteurs de différentes biomolécules
(Huang, Yuan et al. 2013, Ridder, Keller et al. 2014). La comparaison avec la lignée
d'origine des cellules cancéreuses parentales, a montré un enrichissement des VE en
céramide et en acide phosphatidique, qui ont la capacité d'influencer le statut de la cellule
receveuse (Llorente, Skotland et al. 2013). Par ailleurs, la teneur élevée en cholestérol et
sphingomyéline des VE peut contribuer a I'apoptose des cellules réceptrices. En effet, des
nanoparticules artificielles imitant la composition lipidique des VE réduisent la survie des
cellules de tumeur pancréatique (Beloribi et al.2012). L’ensemble de ces données montre
que les lipides et les enzymes du métabolisme lipidique transférés par les VE peuvent

participer a la modification du statut des cellules réceptrices.

1.2.2.3 Génomique
1.2.2.3.1 Contenu en ARN

Une avancée majeure dans la caractérisation des VE a montré qu’elles peuvent transférer
des micro ARN et des ARN messagers (ARNm) pouvant affecter la synthése protéique
dans les cellules cibles des VE (Ratajczak, Wysoczynski et al. 2006, Valadi, Ekstrom et al.
2007). Par la suite, des études ont révélé le contenu en materiel génétique de VE en utilisant
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des approches de séquencage a haut débit, a partir de cultures cellulaires cancéreuses de
glioblastomes (Skog, Wirdinger et al. 2008), et de fluides biologiques (Hunter, Ismail et al.
2008, Rabinowits, Gercel-Taylor et al. 2009, Michael, Bajracharya et al. 2010). Ces études
ont révélé que les VE peuvent transporter une grande variété¢ d’autres petits ARN non
codants (Figure 3). On y retrouve des ARN transcrits chevauchés avec la région codée de la
protéine, des séquences répétées, des ARN structurels et une grande variété de petits ARN
interférents (des fragments d’ARN de transfert (ARNt) par exemple) (Bellingham,
Coleman et al. 2012, Nolte-'t Hoen, Buermans et al. 2012). Toutefois, la teneur en ARN des
VE varie en fonction du type cellulaire. Ainsi, des VE deérivées de cellules cancéreuses
contiennent plus d’ARN que des VE dérivées de fibroblastes (Balaj, Lessard et al. 2011).
Les ARNm enrichis dans les VE, sont le reflet du contenu en ARNm de la cellule d’origine
suggérant que les molécules d’ARN sont sélectivement incorporées dans les VE (Ratajczak,
Wysoczynski et al. 2006, Valadi, Ekstrom et al. 2007, Skog, Wirdinger et al. 2008,
Bellingham, Coleman et al. 2012, Nolte-'t Hoen, Buermans et al. 2012). L’analyse du
contenu de VE dérivées de mastocytes et cellules cancéreuses a révélé que quelques ARNm
et micro ARN sont systématiquement enrichis dans les VE (Valadi, Ekstrom et al. 2007,
Skog, Wiirdinger et al. 2008).

1.2.2.3.2 Contenu en ADN

En plus de transporter de I’ARN, les VE sont, également, capables de véhiculer de I’ADN
(Guescini, Genedani et al. 2010, Balaj, Lessard et al. 2011, Kahlert, Melo et al. 2014,
Thakur, Zhang et al. 2014). Des VE soumises a un clivage enzymatique par un
prétraitement avec de la DNAse, présentent une diminution de la taille de I’ADN double
brin de plus de 2.5 Kb par rapport a des VE intactes. Cela suggere que les fragments d'ADN
double brin présents dans le culot de VE ne seraient pas enfermés dans la membrane des
VE qui les auraient protégees contre l'activité de DNase (Thakur, Zhang et al. 2014).
Certains cas ont montré que le contenu en ADN vésiculaire reflétait le contenu en ADN de
la cellule parentale. En effet, des mutations de cellules cancéreuses retrouvées dans le géne
BRAF ont été détectées dans I’ADN vésiculaire dérivé de cellules d’un mélanome mais

aussi de cellules de cancer du pancréas (Kahlert, Melo et al. 2014, Thakur, Zhang et al.
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2014). Cependant le role fonctionnel de I’ADN retrouvé avec les VE n’est pas entiérement
élucide (Svennerholm, Rodsand et al. 2016). Toutefois, les résultats suggérent que le
contenu génétique des VE peut influencer la fonction des cellules receveuses in vitro et in
vivo (Cai, Wu et al. 2014). Récemment une équipe a montré a partir de VE dérivées de
cellules stromales, le transfert d’ADN a des cellules receveuses (Fischer, Cornils et al.
2016). Ce transfert de matériel génétique ajoute a la complexité des mécanismes de

communication des VE et de leur potentiel de transformation épigénétique.
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Figure 3. Composition d’une vésicule extracellulaire.

Représentation de la composition des VE avec quelques molécules clés communes ou
spécifique d’un type cellulaire. Adapté de (Stremersch, De Smedt et al. 2016).

1.2.3 Fonction des VE

Les VE sont décrites comme ayant un réle de communication intercellulaire (Bobrie and
Théry 2013, Yanez-Mo, Siljander et al. 2015). Les protéines associées aux VE, incluant les
récepteurs, les facteurs de transcription et les enzymes, peuvent étre fonctionnelles et
favoriser des changements phénotypiques dans les cellules receveuses (Aga, Bentz et al.
2014). Ce type de transfert pourrait contribuer a la propagation du phénotype agressif des
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sous-populations de cellules malignes cancéreuses avec des tumeurs hétérogenes. D’ailleurs
via des cellules de glioblastomes a été montré la libération dans les VE de la forme mutante
du facteur de croissance épidermique (EGFRvIII) (Al-Nedawi, Meehan et al. 2008). Le
transfert de ce récepteur aux autres cellules du gliome active la cascade de signalisation des
MAPK/Akt (Mitogen-Activated Protein Kinase) résultant en une augmentation de leur
prolifération. Dans un autre exemple, comme le cancer du nasopharynx, la protéine latente
membranaire du EBV (LMP1) régule a la hausse le facteur HIF- a (1-alpha hypoxia
inducible) dans les exosomes (Aga, Bentz et al. 2014). De plus, HIF-10 détecté dans les
corps multivésiculaires des cellules de donneurs (cellules épithéliales humaines
immortalisées, NP69), participe a la biogénése des exosomes .L’addition des exosomes
dans des cellules receveuses (HEK 293 T) a révélé une augmentation de I’activité de
transcription en réponse a la protéine HIF-lo sauvage, mais pas dans les exosomes
contenant la protéine mutante (Aga, Bentz et al. 2014). Dans la continuité de cette étude, il
a été montré que la protéine HIF-1a dans les exosomes est capable de se coupler avec les
séquences d’ADN, des éléments de réponse transcriptionnelle de I’hypoxie (Aga, Bentz et
al. 2014). Entre autres, le traitement avec la protéine HIF-1lo diminue les niveaux d’E-
cadhérine et déclenche la hausse de la régulation de la N-cadhérine dans les cellules
cancereuses nasopharyngiennes, avec 1’effet opposé pour la forme mutante de HIF-la
(Aga, Bentz et al. 2014). Les protéines libérées avec les VE peuvent aussi altérer le milieu
extracellulaire. Les VE dérivées des cellules tumorales contiennent des métalloprotéinases
de matrice (MMPs) qui peuvent digérer la matrice extracellulaire (Di Vizio, Morello et al.
2012, Shimoda and Khokha 2013), ce qui augmente I’invasion des cellules cancéreuses.
ADAM10, une MMP transférée par les VE dérivées de fibroblastes cancéreux, favorise
aussi la mobilité des cellules cancéreuses du sein (Shimoda, Principe et al. 2014). Les
protéines véhiculées par les VE peuvent convoyer des messages de signalisation dans les
cellules receveuses de I’environnement proche et distant. Ce qui leurs conférent ainsi de
nombreuses fonctions comme I’invasion tumorales tel que mentionné si dessus, mais aussi

dans la régulation de la réponse immunitaire et les infections virales.

1.2.3.1 Régulation du systéme immunitaire
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Les VE participent de maniere pléitropique dans la régulation du systéeme immunitaire. Les
VE dérivées de lymphocytes T notamment, peuvent jouer différents rdles dans la régulation
du systeme immunitaire, en induisant différents effets entre 1’activation et la suppression du
systtme immunitaire (Nolte-'t Hoen and Wauben 2012). Au cours d’une réaction
inflammatoire, la formation de vaisseaux sanguins (angiogenese) peut étre régulée par les
VE car ces derniéres modulent la sécrétion de I’IL-8 et la migration des cellules
endothéliales (Taverna, Flugy et al. 2012). Les VE participent aussi a la potentialisation de
la réponse a 1I’IL-2, puisque le traitement des lymphocytes T CD4 avec des exosomes et de
I’TL-2 augmente la sécrétion de MIF (macrophage Migration Inhibitory Factor), de I’IL-16
et du GM-CSF (Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating Factor) en comparaison
avec un traitement a I’'IL-2 seul (Wahlgren, Karlson et al. 2012). 1l a été également mis en
évidence que les VE peuvent activer la production de cytokines lors d’une réponse contre
un pathogéne. Par exemple dans une réponse anti-virale, les VE peuvent contenir de
I’UTPase issue de ’EBV qui est reconnue par le systéme immunitaire et induit la sécrétion
de cytokines comme I’IL-1B, TNF-a, IL-8, IL-12p70, IL-10 (Ariza, Rivailler et al. 2013).
Dans une réponse antifongique, les VE issues des CPA (cellules présentatrices
d’antigénes), comme les cellules dendritiques, infectées par le Malassezia sympodialis (une
levure commensale de la peau) activent la production de TNFa et d’IL-4, par la capacité
des VE a contenir des antigenes de M.sympodialis (Gehrmann, Qazi et al. 2011). Les VE
participent a la réaction inflammatoire en modulant la réponse immunitaire et la production
de cytokines pro-inflammatoires, mais sont aussi impliquées dans la résorption de cette

derniere.

En effet, les VE dérivées de lymphocytes T ont des capacités immuno-suppressives, elles
arborent les protéines activatrices de 1’apoptose tel que FasL (Fas ligand) (Alonso, Mazzeo
et al. 2011) et NKG2D (Natural Killer Group 2D), ce qui, entre autre, inhibe la cytotoxicité
des cellules NK (Natural Killer) (Hedlund, Nagaeva et al. 2011), bloque la stimulation des
lymphocytes T (Busch, Quast et al. 2008) et induit leur apoptose (Monledn, Martinez-
Lorenzo et al. 2001), tout en régulant a la baisse la capacité de présentation d’antigénes des
lymphocytes T aux cellules (Xie, Zhang et al. 2010). Les VE participent aussi a
I’atténuation des réponses immunitaires. Par ailleurs, chez le rat, les VE dérivées de

lymphocytes T régulateurs peuvent dans un modele de transplantation rénale prolonger la
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survie de D’allogreffe par I’expression de CD73 qui leur confére un réle immuno-
suppresseur (Yu, Huang et al. 2013). Les VE peuvent également participer a
I’immunosuppression et a la pathogenése du cancer. En effet, les exosomes issus des
cellules tumorales du sein peuvent inhiber la secrétion de CSF-1(Colony Stimulating Factor
1) et de I’'IL-8 empéchant ainsi le recrutement et la polarisation des macrophages en TAM
(Tumor Associated Macrophage) qui régulent négativement le systeme immunitaire, ce qui
favorise le développement tumoral (Jang, Lee et al. 2013). Une autre étude a montré que les
exosomes issus des cellules tumorales sont capables d’inhiber la maturation des cellules
dendritiques et d’activer la production de TGFB (Transforming Growth Factor) dans la
lymphe chez les souris (Yang, Kim et al. 2011). Les lymphocytes T régulateurs peuvent
libérer plus d’exosomes en comparaison avec les autres lymphocytes T observés par une
analyse quantitative par ELISA de CD63, un des marqueurs d’exosomes (Okoye, Coomes
et al. 2014). De plus, ces mémes exosomes sont capables de réguler négativement la
prolifération des cellules T polarisées en Thl et la sécrétion d’IFNy (Interférons y) (Okoye,
Coomes et al. 2014).

1.2.3.2 Présentation antigénique

Les exosomes dérivés des cellules dendritiques et des lymphocytes B peuvent contenir des
molécules du CMH-II, leur permettant de jouer un réle dans la présentation antigénique
(Thery, Regnault et al. 1999, Muntasell, Berger et al. 2007) (Figure 4). Par ailleurs, ces
mémes exosomes favorisent la prolifération des lymphocytes T CD4 ainsi que ’activation
des lymphocytes B (Muntasell, Berger et al. 2007). La premiere présentation antigénique
liée aux VE a été mise en évidence dans une lignée de cellules B infectées par EBV
(Raposo, Nijman et al. 1996). Les exosomes dérivés de ces cellules arborent des molécules
du CMH-II liées a des peptides antigéniques, considérées comme des molécules essentielles
a la réponse immunitaire adaptative. Ces exosomes ont la capacité de présenter le complexe
CMH-peptide a des lymphocytes T spécifiques, relevant ainsi leur potentiel réle dans la
réponse immunitaire adaptative. Différentes études ont montré que les complexes CMH-
peptide présents sur les exosomes peuvent directement se fixer au TCR (« T-cell receptor »)

et activer des lymphocytes T CD4 et lymphocytes T CD8 (Raposo, Nijman et al. 1996,
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Admyre, Johansson et al. 2006, Nolte-'t Hoen, Buschow et al. 2009) mais aussi des
lymphocytes T CD4 mémoires (Muntasell, Berger et al. 2007). Toutefois, cette activation
des lymphocytes T par les exosomes, transportant les complexes CMH-peptide, dépend de
1’état physiologique des cellules sécrétant les exosomes. Les exosomes dérivés de cellules
dendritiqgues matures sont plus efficaces pour activer des lymphocytes in vitro en
comparaison avec ceux des cellules dendritiques immatures (Segura, Nicco et al. 2005,
Admyre, Johansson et al. 2006, Montecalvo, Shufesky et al. 2008), tandis qu’in vivo ils
induisent I’activation des lymphocytes T effecteurs (Segura, Nicco et al. 2005). Les
résultats de ces études ont révélé que la sécrétion d’exosomes, transportant des complexes
CMH-I-peptide fonctionnels, est capable d’induire une réponse immunitaire humorale
(anticorps) (Qazi, Gehrmann et al. 2009) et anti-tumorale dépendante des lymphocytes T
CD8+ chez des souris (BALB/c (H-2d) et DBA/2j (H-2d)) inoculées avec des cellules
cancereuses ( P815 (H-2d) « mastocytome » en synergie avec les BALB ; TS/A (H-2d)
« adenocarcinome » en synergie avec DBA) (Zitvogel, Regnault et al. 1998). Les exosomes
dérivés de cellules dendritiques immatures sont eux aussi capables d’induire une réponse
anti-tumorale effectrice si ceux-ci sont co-injectés avec un adjuvant (Chaput, Schartz et al.
2004). Les exosomes peuvent aussi activer les lymphocytes T naifs. Pour cela, les
exosomes doivent étre capturés par les cellules dendritiques, qui peuvent présenter le
complexe CMH-peptide exosomal aux lymphocytes T spécifiques par présentation croisée
(Thery, Duban et al. 2002, Muntasell, Berger et al. 2007). Les différences de procédés
d’activation des lymphocytes T CD4 par les exosomes viendraient probablement de la
conformation active de I’intégrine et de l'antigene associé a la fonction lymphocytaire LFA-
1 (Lymphocyte Function-associated Antigen-1) a la surface des lymphocytes matures en
comparaison des immatures. Cela permet une meilleure efficacité de fixation des protéines
d’adhésion ICAM1 (InterCellular Adhesion Molecule 1), présentes sur les exosomes, aux
lymphocytes T (Nolte-'t Hoen, Buschow et al. 2009) tout comme 1’expression de LFA-1 sur
les cellules dendritiques (Segura, Guerin et al. 2007).
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Figure 4. Les vésicules extracellulaires et la régulation du systéme immunitaire.

Les VE interviennent dans la régulation de la réponse immunitaire de plusieurs maniéres :
i) la capture des VE par les CPA va induire une réponse immunogénique chez les
lymphocytes T, tandis que les VE de tumeurs vont avoir un effet tolérogénique pour
favoriser leur survie. ii) Les VE relarguées par les CPA, quant a elles, jouent un role dans la
présentation antigénique. En fonction des CPA dont elles dérivent, elles induiront une
réponse immunogénique ou tolérogénique. iii) Les lymphocytes T activés vont relarguer
des VE capables d’activer le systéme immunitaire, tandis que les lymphocytes T
régulateurs vont relarguer des VE ayant un impact immunosuppresseur ainsi les VE
contribuent a I’homéostasie de la réponse immunitaire. Tiré de (Yafnez-Mo, Siljander et al.
2015)
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Les capacités de régulation du systeme immunitaire et de présentation antigénique des VE
sont exploitées comme usages thérapeutiques (Johnsen, Gudbergsson et al. 2014, Lener,
Gimona et al. 2015, Thind and Wilson 2016).

1.2.4 Usages thérapeutiques des VE

L’ usage thérapeutique des VE a déja été exploité puisqu’entre 1999 et 2002 des études de
phase | avec des VE comme nouveau type de thérapie anti-cancer ont été réalisées chez
I’humain. Dans ces études les VE purifiées des cellules dendritiques des patients étaient
injectées pour susciter une réponse immunitaire contre des tumeurs (des poumons, des
intestins et de la peau) montrant ainsi la faisabilité de 1’approche (Escudier, Dorval et al.
2005, Morse, Garst et al. 2005, Dai, Wei et al. 2008). Plus récemment une étude de phase-11
réalisée chez des patients atteints de cancer du poumon non opérables, (NSCLC ; Non
Small Cell Lung Cancer) a confirmé la capacité des exosomes dérivés de cellules
dendritiques du patients a stimuler la réponse anti-tumorale des cellules NK (Besse,
Charrier et al. 2016). Les exosomes dérives de cellules dendritiques ont montré que leur
capacité a induire la réponse immunitaire des cellules T et des cellules NK est applicable en
thérapie contre les cancers (Pitt, Charrier et al. 2014, Pitt, Andre et al. 2016). De plus, les
exosomes dérivés de cellules dendritiques peuvent avoir un rdle immunosuppresseur qui
pourrait intervenir comme thérapie pour des maladies auto-immunes (comme les arthrites).
En effet, les exosomes dérivés de cellules dendritiques immatures (Peche, Heslan et al.
2003), ou de cellules dendritiques soumis a un traitement immunosuppressif ou encore
modifiées (par un vecteur viral exprimant le géne codant pour 1’IL-10) pour que les VE
expriment des cytokines immunosuppressives (Kim, Lechman et al. 2005, Bianco, Kim et
al. 2009), peuvent réduire/supprimer 1’inflammation dans un modeéle d’arthrite induite au
collagene chez des souris femelle C57BL/6 (H-2Kb) et male DBA1/Lac) (H-2Kq). Ces
capacités immuno-régulatrices des exosomes dérivés des cellules dendritiques sont des
pistes thérapeutiques pouvant s’appliquer dans différents traitements de medecine

personnalisée.

Récemment, une équipe a émis I’hypothése d’utiliser les exosomes en paralléle d’une

thérapie immunitaire avec des cellules dendritiques contre I’infection par le VIH-1
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(Ellwanger, Crovella et al. 2016), suggérant leur possible utilisation thérapeutique dans

cette pathologie.

1.2.5 VE et particules virales

Le VIH-1 tout comme les exosomes peut se retrouver dans les compartiments endosomaux
des cellules et les exploiter pour sa dissémination et sa survie (échapper au systeme
immunitaire) (Pelchen-Matthews, Raposo et al. 2004). Une équipe a mis en évidence la
présence de particules virales dans les compartiments endosomaux (contenant les
exosomes) de cellules dendritiques (lIzquierdo-Useros, Naranjo-Gomez et al. 2009). Notre
laboratoire a observé une accumulation d’exosomes dans le surnageant de culture de
cellules dendritiques en contact avec le VIH-1 (Subra 2013, Mfunyi, Vaillancourt et al.
2015). Nous avons aussi relevé une augmentation de la libération de vésicules chez des
lymphocytes infectés par le VIH-1 (Hubert, Barbeau et al. 2015). En fonction de leur
origine cellulaire, les VE transférent des facteurs pro ou anti-viraux aux cellules influencant
les réponses cellulaires de 1’hote (Khatua, Taylor et al. 2009, Li, Liu et al. 2013,
Narayanan, lordanskiy et al. 2013). 1l a été observe que des VE dérivées de cellules
mononucléaires périphériques du sang, ou de plaquettes transféraient les co-récepteurs du
VIH-1 CCR5 (C-C Chemokine Receptor type 5) ou CXCR4 (C-X-C Chemokine Receptor
type 4) aux cellules n’en possédant pas, favorisant ainsi I’entrée du virus dans ces cellules
(Mack, Kleinschmidt et al. 2000, Rozmyslowicz, Majka et al. 2003, Cicala and Arthos
2014). La présence de la protéine ADAM-17 (ADAM metallopeptidase domain 17) associée
aux VE interviendrait notamment dans I’activation de la réplication du VIH-1 dans les
lymphocytes T CD4 quiescents (Arenaccio, Chiozzini et al. 2014), et dans la réactivation
des virus en latence (Arenaccio, Anticoli et al. 2015). Pendant la pathogénése, les VE
dérivées des cellules infectées vont influencer la survie des lymphocytes T CD4, que ce soit
en les activant, ce qui favorise leurs infections par les virus (Lenassi, Cagney et al. 2010,
Arenaccio, Chiozzini et al. 2014), ou en augmentant leur profil apoptotique (Lenassi,
Cagney et al. 2010, Subra 2013). De plus, les VE secrétées par des cellules infectées
peuvent arborer et transférer des protéines virales, comme la protéine Nef (Negative
Regulatory Factor) ce qui rend les cellules receveuses de ces VE Nef+ plus permissives a
la réplication virale (Arenaccio, Chiozzini et al. 2014). Les VE dérivées de cellules
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infectées peuvent également transférer des ARN viraux, comme I’ARN TAR intervenant
dans la réplication virale (Narayanan, lordanskiy et al. 2013). Les VE peuvent avoir un role
d’inhibition de I’infection, c’est le cas pour des VE secrétées par les lymphocytes T CDS8
pouvant inhiber la transcription du VIH-1 (Tumne, Prasad et al. 2009). Les VE peuvent
rendre les cellules receveuses plus résistantes a I’infection par le VIH-1 via I’incorporation
d’APOBEC3G (Apolipoprotein B MRNA Editing Enzyme Catalytic Subunit 3G) (Khatua,
Taylor et al. 2009).

Les VE jouent des rdles pro ou anti-viraux dans I’infection et leur caractérisation
améliorerait notre compréhension de la pathogéneése. De plus les VE, par leur composition,
leurs réles et leur biodisponibilité dans les fluides, possédent un potentiel de biomarqueur a
exploiter (Tan, Rajadas et al. 2013, Natasha, Gundogan et al. 2014, Fais, O’Driscoll et al.
2016).

1.2.6 Usages de biomarqueur

L’utilisation d’un biomarqueur permet de renseigner sur 1’état médical d’un patient, afin
d’établir des diagnostiques et des pronostiques plus précis, afin d’évaluer I’efficacité et les
traitements thérapeutiques compatibles. Les VE sont facilement accessibles car elles
circulent dans les différents fluides biologiques du corps. Elles se retrouvent dans le plasma
(Caby, Lankar et al. 2005, Kowal, Arras et al. 2016), les urines (Pisitkun, Shen et al. 2004),
les fluides séminaux (Saez, Frenette et al. 2003, Sahlen, Nilsson et al. 2010), les semences
(Poliakov, Spilman et al. 2009), les sécrétions nasales (Lasser, O'Neil et al. 2011), le lait
maternel (Lasser, Alikhani et al. 2011), le fluide cérébrospinal (Street, Barran et al. 2012),
péritonéal (Tokuhisa, Ichikawa et al. 2015), les lavages bronchoavéolaires (Admyre,
Grunewald et al. 2003), la bile (Witek, Yang et al. 2009), le fluide amniotique (Keller,
Rupp et al. 2007), le liquide synovial (Gyorgy, Szabo et al. 2012), la salive (Palanisamy,
Sharma et al. 2010) et la lymphe (Hood 2016). En combinaison avec la biodisponibilité des
VE, elles représentent une source stable de micro ARN et protéines marqueurs de
progression de pathologie (Weber, Baxter et al. 2010, Thind and Wilson 2016). C’est leur
composition (bicouche lipidique) qui permet aux VE de protéger leur contenu contre
I’environnement extracellulaire (Huang, Yuan et al. 2013, Ridder, Keller et al. 2014) par
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rapport aux protéines et a I’ARN libre dans le sang soumis aux dégradations enzymatiques
et plus difficilement détectables. Dans plusieurs échantillons, il a été détecté une
concentration augmentée en VE dans le sérum de patients avec tumeur, par rapport a des
individus sains. De plus, leur contenu était associé a une molécule qui possédait une valeur
diagnostique/pronostique ou un potentiel d’évaluation de la progression dans différents
cancers, comme celui des ovaires (Taylor and Gercel-Taylor 2008), des poumons
(Rabinowits, Gercel-Taylor et al. 2009, Taverna, Giallombardo et al. 2016), du foie (Wang,
Li et al. 2013) et des intestins (Rahbari, Rahbari et al. 2016). L’exploitation du contenu
protéique et genomique des VE permet la découverte de nouveaux biomarqueurs. Par
exemple, un panel de 8 protéines a été révélé; Resistin; GTP NRas; EPS8L1 et EPS8L2
(Epidermal growth factor receptor kinase substrate 8-like protein 1 et 2); Mucin 4, EH
Domain-containing protein 4; Retinoic acid-induced protein 3; Alpha subunit of GSGTP
binding protein) associées aux VE augmentées dans I’urine de patients atteints de cancer de
la vessie par rapport a des individus sains (Smalley, Sheman et al. 2008). Le séquencage en
micro ARN des VE issues du plasma, a identifié 4 micro ARN (miR-378a, miR-379, miR-
139-5p, and miR-200b-5p) spécifiques de tumeurs pouvant éventuellement étre utilisés en
test de détection/dépistage du cancer du poumon (Cazzoli, Bulttitta et al. 2013). Les VE sont
également  impliquées dans des déréglements neurologiques, métaboliques,
cardiovasculaires, rénaux, et sont donc des candidats potentiels de biomarqueurs de ces
maladies (Colombo, Borgiani et al. 2012, Muller 2012, Danielson and Das 2014).

Les VE sont aussi exploitées par les virus pour moduler leur infectivité et leur
dissémination (Wurdinger, Gatson et al. 2012). Dans le cadre de la pathologie du VIH-1
leur caractérisation dans le plasma pourrait fournir des informations pertinentes pour
évaluer I’activation immunitaire. En effet, la réplication virale se déroule principalement
dans les tissus, notamment dans le tissu lymphoide associé au tube digestif qui constitue le
réservoir principal du virus (Kotler, Reka et al. 1991). Les VE libérées dans les tissus
muqueux ou le tractus digestif a la suite de I’infection peuvent circuler dans le sang, et
puisque les VE sont le reflet de 1’état d’activation cellulaire leur analyse permettrait
d’évaluer I’activation tissulaire (Rabinowits, Gercel-Taylor et al. 2009). La mesure de ces
vésicules extracellulaires plasmatiques (VEsp) ainsi que I’évaluation de leur contenu

pourraient nous renseigner sur la pathogénése de 1’infection par le VIH-1 (Figure 5.).
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Figure 5. Schématisation du réle de biomarqueur potentiel des VEsp dans I’infection
par le VIH-1.

Au cours de I’infection par le VIH-1, les VE libérées dans les tissus peuvent se retrouver
dans le sang. L’analyse de ces VEsp permettrait d’étudier le reflet de 1’activation cellulaire
au cours de la pathogénése. Adapté de Audrey Hubert.

Une étude menée dans notre laboratoire a montré le potentiel de biomarqueur des VEsp
dans la pathogénése associée a I’infection par le VIH-1 (Hubert, Subra et al. 2015). Ces
travaux ont caractérisé les VEsp de patients controles, infectés non traités (naifs), traités et
des élites controleurs, c’est a dire capables de contrdler 1’infection avec leur propre systéme
immunitaire. Chez les patients naifs, la taille des VEsp est en moyenne plus grande et plus
hétérogéne que les VEsp des sujets contrbles, traités et élites. Cette population de VEsp est
composée de différents types de vésicules comme les exosomes et les MVs. De plus, la
taille et I’activit¢ AChE des VEsp des patients infectés corrélent négativement avec le ratio
CD4/CD8, le nombre de lymphocytes T CD4 et positivement avec le nombre de
lymphocytes T CD8 (Hubert, Subra et al. 2015). De plus, la détection des protéines Tsg-
101 et de I’activité AChE suggere que les exosomes sont plus abondants chez les patients
naifs. Une autre étude a montré I’association de cytokines (IL-1a ; IFN-a ; CXCL10) avec

les VEsp augmentees chez les patients infectés par le VIH-1 (Konadu, Chu et al. 2015).
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Toutefois la caractérisation des sous populations de VEsp, et de leur potentiel de

biomarqueur est liée aux limites des méthodes de purification actuelles.

1.2.7 Meéthodes de purifications et de caractérisation des VE

L’intérét des VE a mené au développement de différentes méthodes d’isolation et de
purification dans différents milieux de culture et fluides biologiques. Le défi majeur dans la
caractérisation des vésicules est de standardiser les méthodes d’analyses des VE et leurs
sous-populations (Thery, Amigorena et al. 2006, Kowal, Arras et al. 2016). De plus, en
amont de cela, d’autres paramétres sont a prendre en compte dans les limites de
standardisation de la purification des VE, comme la procédure de récolte du sang (le type
d’anti-coagulants utilisés) (Gyorgy, Paloczi et al. 2014), le temps du processus et les
conditions de stockage (Muller, Hong et al. 2014, Zonneveld, Brisson et al. 2014) qui
peuvent influencer la quantité et la qualité des VE (Rubin, Crettaz et al. 2010). En aval,
bien que plusieurs méthodes soient utilisées pour purifier les VE, celles-ci comportent
toutes des avantages et des limites. Pour améliorer la pureté, il est fréquent d’utiliser
plusieurs méthodes surtout dans des échantillons complexes contenant beaucoup de
contaminants tel que le plasma). De fait, plusieurs kits commerciaux de purification de VE
sont maintenant accessibles et sont souvent utilisés pour concentrer les VE d’un échantillon
(exemple ; ExoEasy Maxi Kit, Qiagen; ExoPure™ Immunobeads, ExoQuick™).
Toutefois, 1'utilisation de ces kits va enrichir a différent degré de pureté, les populations de
VE avec des contaminants tels que des agrégats protéiques (Royo, Zuniga-Garcia et al.
2016).

1.2.7.1 Centrifugation différentielle

Les VE analysées a partir des fluides biologiques ou des cultures cellulaires sont le plus
souvent  précipitées par centrifugations  différentielles consistant en  des
centrifugations/ultracentrifugations successives (Thery, Amigorena et al. 2006). Cette
méthode repose sur la différence de taille et de densité entre les différents composants ainsi

que les VE dans les différents milieux (Thery, Amigorena et al. 2006). Les préparations
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peuvent étre filtrées pour concentrer et purifier partiellement les VE dans les échantillons
avant de les séparer (Thery, Amigorena et al. 2006). En premier les cellules, les plaquettes
et les corps apoptotiques sont retirés avec une ou plusieurs étapes de centrifugation a faible
vitesse (300 x g pour retirer les cellules, 3200 x g pour les plaquettes et corps apoptotiques)
(Witwer, Buzas et al. 2013). Ensuite les grosses veésicules (MVs, ectosomes) sont
précipitées avec une centrifugation entre 10 000 — 20 000 x g (Keerthikumar, Gangoda et
al. 2015). Pour finir, les petites vésicules sont précipitées avec une ultracentrifugation entre
100000 — 120000 x g (Witwer, Buzas et al. 2013). Bien que cette technique soit
prédominante, elle reste dépendante de la viscosité du milieu (Lamparski, Metha-Damani et
al. 2002, Momen-Heravi, Balaj et al. 2012). 1l ne faut pas oublier que, potentiellement, il
reste des contaminants (exemple ; particules de lipoprotéines, protéines (ARN), des
agregats, etc..) mais aussi des virus qui peuvent étre purifiés pendant 1’ultracentrifugation
(Van Deun, Mestdagh et al. 2014, Zonneveld, Brisson et al. 2014). De plus, les VE peuvent
faire des agrégats entre elles venant interférer avec la séparation par la taille des VE
(Witwer, Buzas et al. 2013, Linares, Tan et al. 2015).

1.2.7.2 Précipitation et immunocapture

D’autres techniques permettent d’isoler les VE, comme la précipitation ou
I’immunocapture. La précipitation des VE, via des polymeres hydrophiles (polyéthyléne
glycol ; PEG) ou des fortes concentrations en sels est une méthode d’abord utilisée pour
concentrer des particules virales dans les urines (Kimpton, Corbitt et al. 1990). Elle a été
adaptee et est utilisée comme une étape de concentration du matériel de départ pour les VE
(Kordelas, Rebmann et al. 2014). Le désavantage de cette technique réside particuliérement
dans la contamination de protéines libres (agrégats) (Van Deun, Mestdagh et al. 2014)
précipitées avec les polymeres PEG qui interférent avec la fonctionnalité et 1’analyse des
VE (Lee, Carney et al. 2015).

Une technique de capture par affinitt ou immunocapture représente un potentiel
d’enrichissement de sous-populations. La capture par affinité repose, sur la reconnaissance
des protéines a la surface des VE par des anticorps (exemple ; des anticorps couplés a des
billes) (Kim, Yoo et al. 2012, Yoo, Kim et al. 2012). Cette méthode posséde le meilleur
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potentiel pour séparer les sous-populations de VE entre elles et son application est
étroitement liée avec 1’établissement des marqueurs spécifiques et exclusifs a ces
populations (Aass, Ovstebo et al. 2011, Im, Shao et al. 2014, Grasso, Wyss et al. 2015,
Kowal, Arras et al. 2016). Une alternative de cette approche serait d’utiliser d’autre agent
pour précipiter les VE, tel que I’héparine qui a

une affinité commune pour les VE (Balaj, Atai et al. 2015). Cependant, il faut faire
attention aux protéines présentes dans les fluides capables de se lier a I’héparine pouvant

contaminer les purifications de VE (Balaj, Atai et al. 2015).

1.2.7.3 Chromatographie (tamisage moléculaire)

Une autre technique reposant sur la séparation par la taille est la chromatographie par
exclusion de taille (Boing, van der Pol et al. 2014). Cette méthode est appliquée dans les
protocoles cliniques (Boing, van der Pol et al. 2014, Nordin, Lee et al. 2015) car son
rendement important est obtenu par un traitement rapide et, elle permet avant tout la
conservation de la fonctionnalité des VE (Muller, Hong et al. 2014, Hong, Funk et al.
2016). En termes de contamination, la dilution de 1’échantillon et la co-précipitation des
lipoprotéines (un faible pourcentage) sont reliées a la technique (Boing, van der Pol et al.
2014, Welton, Webber et al. 2015). Toutefois, en couplant des étapes de filtration
séquentielle, les gros et petits contaminants peuvent étre retirés mais cela vient ajouter un
désavantage, car ’intégrité des VE peut étre altérée par les forces de centrifugation ou par
la pression (Witwer, Buzas et al. 2013), sans compter que I’adhésion des VE aux
membranes peut moduler I’enrichissement (Lobb, Becker et al. 2015). Ceci dit, 1’utilisation
des filtrations sert généralement d’étapes préparatoires dans les différentes méthodes

énoncées ci-dessus (Lobb, Becker et al. 2015).
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1.2.7.4 Gradient de densité

Une autre méthode commune est 1’utilisation d’un gradient de densité (a 1’iodixanol ou au
sucrose) ce qui améliore la pureté des VE isolées (Maiolo, Paolini et al. 2015). Par
exemple, la séparation de VE par centrifugation sur un gradient de sucrose, permet de
réduire la présence de la glycoprotéine 1ba dans les exosomes comparé aux MVs (Heijnen,
Schiel et al. 1999). Toutefois, cette technique représente un désavantage en terme de temps
pour un critére d’application clinique (Welton, Webber et al. 2015). De plus, I’effet du
sucrose sur la fonctionnalit¢ des VE n’est pas encore déterminé lors de ce processus
(Lotvall, Hill et al. 2014). Dans le cadre du VIH-1, une séparation physique par la taille et
par la densité entre des particules virales et des exosomes est difficile (Nguyen, Booth et al.
2003, Gould, Hildreth et al. 2004, Kramer, Pelchen-Matthews et al. 2005). Les particules

virales peuvent-étre co-précipitées avec des VE rajoutant un biais dans la purification.

1.2.7.5 Gradient de vélocité

Pour purifier les VE issues du plasma d’un patient infecté par le VIH-1, il faut parvenir a
séparer les particules virales, des VE. En effet, une des sous-populations, qu’est les
exosomes, posséde une densité de 1.13 a 1.21 g/l (Thery, Boussac et al. 2001) pour une
taille comprise entre 30 et 100 nm similaire & celles des particules virales de taille de 100
nm et de densité 1.16 a 1.18 g/l (Wang, Horton et al. 1999). Le principe de la séparation des
particules par la vélocité repose sur la différence de vitesse de déplacement des particules
dans les fractions du gradient et non sur la densité des particules. Ainsi I’utilisation d’un
gradient de vélocité a I’iodixanol a fait ses preuves dans la séparation des particules virales
et des VE (Dettenhofer and Yu 1999, Cantin, Diou et al. 2008, Aass, Ovstebo et al. 2011,
Konadu, Huang et al. 2016), permettant d’améliorer 1’enrichissement des productions

virales ou des sous-populations de VE.
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Chapitre 2 Problématique, hypothese de recherche et objectifs
2.1 Problématique

Le ratio lymphocytes T CD4/CD8 est encore aujourd’hui le biomarqueur de 1’infection par
le VIH-1 ((Sainz, Serrano-Villar et al. 2013, Serrano-Villar and Deeks 2015). Toutefois, ce
ratio ne refléte pas I’évolution de la pathogénése dans les tissus comme le pourrait les
VEsp. En effet, les VEsp peuvent nous renseigner sur I’impact de la pathogénése et les
différentes populations cellulaires affectées, ainsi que ’efficacité des traitements aux ART
sur les patients. Cependant les différentes méthodes utilisées pour purifier et caractériser les
VE présentent des limites (Kowal, Arras et al. 2016). Ainsi la purification ou 1’élimination
des MVs serait un premier pas vers une amélioration des méthodes de purification et de
caractérisation des VE. Dans I’infection par le VIH-1 la caractérisation des VE issues du
plasma permettrait d’étudier leur potenticl de biomarqueurs et de valider notre premiere
étude sur les VEsp (Hubert, Subra et al. 2015). Dans cette étude les VEsp AChE+
provenant des patients naifs ou traités étaient plus abondantes et les marqueurs de la
population d’exosomes enrichis. C’est dans ce contexte que s’inscrivent ces travaux de
maitrise, et plus précisément la caractérisation de sous-types de VEsp présentes dans le
plasma des patients VIH-1.

2.2 Hypothese

Nous émettons I’hypothése que les VEsp AChE+ détectées chez les patients infectés
représentent une population d’exosomes qui serait un marqueur plus précis de I’évolution
de la pathogéneése de I’infection par le VIH-1. Trois objectifs ont été définis pour répondre

a notre hypotheése.

2.3 Objectifs

-Optimiser la purification des VEsp AChE+ a partir de plasma de patients infectés par le
VIH-1.
-Valider le potentiel de biomarqueur des VEsp AChE+.
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-Caractériser la population des VEsp AChE+ grace au gradient de vélocité.
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Chapitre 3 Matériels et Méthodes
3.1 Cohorte

Les prélévements sanguins proviennent des patients de la clinique de la Dre Sylvie Trottier
et de ’unité hospitaliere de recherche, d’enseignement et de soins sur le sida (UHRESS).
Les échantillons sanguins ont été préleves dans un tube contenant soit du citrate de sodium
ou de ’EDTA (acide éthylene diamine tétra-acétique) comme anticoagulant. Les plasmas
ont été récupérés suite a une centrifugation a 400 x g des tubes de sang, puis déplaquettés
via une centrifugation de 3200 x g pendant 15 minutes et conservés a -80 °C. Cette cohorte
se composait de 8 sujets controles non infectés, de 18 sujets infectés par le VIH-1 dont 12
sous traitement avec ART (traités), et 6 sans aucun traitement appelés naifs. Les patients
traités possedaient une charge virale indétectable (<40 copies/uL) et étaient infectés depuis
3 ans jusqu’a 29 ans au moment du prélevement. Les patients naifs n’ayant jamais recu de
traitement aux ART possédaient des charges virales détectables entre 60 copies/mL et
266 413 copies/mL et une durée d’infection allant de moins d’un an a 10 ans au moment du
prélevement. Tous les participants de cette étude ont donné un consentement libre et

éclairé. Cette étude a été approuvée par le comité d’éthique du CHU de Québec.

3.2 Réactifs et anticorps
3.2.1 Réactifs

Le PBS (tampon phosphate salin) a été acheté chez Wisent™ (Montréal, Québec, Canada)
et a toujours été utilisé filtré a 0.22 um et stérile. Le polymére ExoQuick™ a été acheté
chez System Biosciences (Mountain View, Californie, Etats-Unis). Le FBS (Fetal Bovine
Serum) chez Sigma (cat : F1051, lot : 12H046), les réactifs acétylthiocholine chloride, le
5,5'-Dithiobis (2-nitrobenzoic acide) et I’Optiprep™ (lodixanol) ont été achetés chez
Sigma-Aldrich™ (St Louis, Missouri, Etats-Unis). Le kit de dosage de protéines : BCA
Protein Assay Kit (cat :23227) chez Thermo Scientific (Rockford, Etats-Unis). Le luminata
forte a été acheté chez Fischer Scientific™ (Waltham, Massachusetts, Etats-Unis).
L’enhancer a été acheté chez Calbiochem de EDM chemicals, inc (Darmstadt, Allemagne)
et la paraformaldéhyde chez Alpha Aesar Avocado Lancaster (Ward Hill, Massachusetts,
Etats-Unis).
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3.2.2 Anticorps

L’anti-Tsg101 (4A10) a été acheté chez Cerdalane (Cambridge, Massachusetts, Etats-Unis),
I’anti-CMH-1 (sc-55582), I’anti-Alix (sc-53538), I’anti-Hsp70 (sc-24) et I’anti-LAMP-2
(sc-18822) ont été achetés chez Biotechnology (Santa Cruz, Californie, Etats-Unis).

3.3  Méthodes
3.3.1 Purification des VEsp

Les VEsp ont été précipitées a partir de 250 puL plasma déplaquetté provenant des patients
de la cohorte décrite précédemment. Deux culots distincts de VEsp ont été obtenus (le culot
MVs et le culot Exo), le culot MVs grace a une centrifugation de 17 000 x g pendant 30
minutes et le culot Exo par une précipitation de ce surnageant avec le kit ExoQuick™. En
suivant les recommandations du commercant nous avons obtenu 63 pL d’ExoQuick™ pour
250 pL d’échantillon utilisé avant de procéder a une incubation de 30 minutes a
température piéce. Selon le commercant, il est ensuite recommandé de faire une
centrifugation de 30 minutes a 1500 x g pour obtenir le culot Exo que nous avons lavé avec
du PBS, en re-centrifugeant a 1500 x g pendant 5 minutes. Enfin les deux culots ont été
resuspendus dans 250 pL de PBS et conservés pour les différentes analyses décrites par la

suite.

3.3.2 Mesure de I’activité acétylcholine estérase

Les échantillons (25 uL) ont été déposés en duplicata dans une plaque 96 puits. Le substrat,
I’acétylcholine, a été préparé a une concentration finale de 1,25 mM dans du PBS & un pH 8
alors que le réactif d’Elman le 5,5'-Dithiobis (2-nitrobenzoic acid) a été préparé a une
concentration finale de 0,1 mM dans du PBS a pH 7. L’hydrolyse de I’acétylcholine en
acétyle et en choline par I’AChE est déterminé par la formation du précipité jaune le 2-
nitro-5-thiobenzoate qui est absorbé a 450nm. (Ellman, Courtney et al. 1961). Ce test
enzymatique nous a permis indirectement d’évaluer 1’abondance de I’AChE, un marqueur

potentiel d’exosomes (Johnstone, Adam et al. 1987, Konadu, Huang et al. 2016).

30



3.3.3 Préparation de la courbe standard

Une courbe d’étalonnage réalisée a partir d’exosomes bovins (Exob) a été utilisée comme
contréle interne afin de pouvoir comparer chacune des expériences entres elles et de
déterminer la limite de détection La courbe standard a été réalisée a partir d’exosomes
bovins (Exob obtenus a partir du FBS. Le sérum (500mL) a été décongelé a 4°C, puis
décomplémenté dans un bain-marie de 56°C pendant 30 minutes. Une fois décomplémenté
le sérum a été refroidi rapidement sur glace. Ensuite, il a été réparti dans 12 tubes puis
ultracentrifugé a 100 000 x g pendant 16 heures. Une fois 1’ultracentrifugation terminée, le
culot d’Exob a été resuspendu dans 150 pL PBS par tube soit 1.8 mL puis aliquoté en 10
WL et conservé a -80°C. Cette courbe standard représente ’activité AChE en fonction de la

concentration protéique des Exob (Figure 6).
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Figure 6. Caractérisation de la courbe standard d’exosomes bovins.

Trois aliquots d’Exob provenant du méme lot ont été dilués en série. L activité AChE a été
mesurée panel A) et la concentration protéique évaluée panel B). La corrélation entre les
activités AChE et les concentrations en protéines montre un coefficient de 0.998 en utilisant
le test de pearson.

La courbe standard a été diluée en partant de la premiére dilution 1/1000 jusqu’a 1/128 000.
Chacun des 3 aliquots a éete lu en duplicata et réalisé par trois expérimentateurs différents
pour la mesure de I’activit¢ AChE (Figure 6 panel A) et le dosage protéique (Figure 6 panel
B). Nous pouvons voir que les mesures varient trés peu entre les 3 expérimentateurs. Les 3
expériences ont ensuite été compilées ensemble en tenant compte des écart-types moyens
entre les duplicatas de chaque expérience. La courbe standard (C) ainsi obtenue possede un
coefficient de corrélation R de Pearson de 0.998 qui indique une forte corrélation positive
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tel qu’attendu. Cette courbe détermine aussi la limite de détection de nos tests et a toujours
été utilisée comme standard interne pour nos essais. La grande reproductibilité de cette

courbe nous a aidé a valider chacune de nos mesures.

3.3.4 Dosage des protéines

Le dosage des protéines a eté realisé avec le test BCA (BiCinchoninic Acid assay). C’est un
dosage colorimétrique des protéines basé sur 1’acide bicinchonique, un réactif colorigene
spécifique pour le Cu(l). Les protéines placées en milieu alcalin réduisent le Cu(ll) en
Cu(l), et I’acide bicinchonique forme un complexe pourpre avec le Cu(l) ayant une
absorbance optique maximale a 562 nm. Ainsi, la mesure de la concentration protéique de
I’échantillon est proportionnelle a 1’absorbance mesurée. Le kit contient une gamme étalon
de BSA (Bovine Serum Albumine) d’une concentration en protéine allant de 2 mg/mL a0 2
mg/mL qui a été resuspendu dans le méme tampon que 1’échantillon analysé. Le kit BCA
contient aussi 2 réactifs, le BCA reagent A (contenant I’acide bicinchonique) et le BCA
reagent B (contenant le sulfate de cuivre). Sur une plaque 96 puits ont été déposés 25 uL
/puits les échantillons et la gamme étalon en duplicata. Par la suite 200 pL du mélange des
réactifs A et B (1 volume de réactif B pour 50 volumes du réactif A) ont été ajoutés. La
plaque a été incubée pendant 30 minutes sous agitation douce a 37°C. La lecture a été

réalisée au spectrophotomeétre en utilisant une absorbance de 562 nm.

3.3.5 Mesure du rayon hydrodynamique

La mesure du rayon hydrodynamique avec le zetasizer Nano ZS (ZEN3600) (Malvern™,
Worcestershire, Angleterre) s’effectue en utilisant le principe de diffusion dynamique de la
lumiére, suite a 1’émission du laser (laser rouge d’émission: 633 nm) dirigé vers les
particules en suspension dans 1’échantillon. Le rayon hydrodynamique est déterminé en
prenant en compte le mouvement brownien de la particule a étudier, car plus la particule
analysée est petite plus son mouvement brownien est intense. En tenant compte de la
diffusion de la lumiére et des mouvements browniens des particules en suspension dans un

échantillon, le nanosizer nous renseigne sur la taille et la polydispersité des populations.
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Les cuves en plastique, dans lesquelles ont été deposés 100 pL d’échantillon, ont été lues
deux fois par le nanosizer a température piece. Chaque mesure est représentée sous forme
de graphique, affichant la taille des populations détectées par 1’appareil sous forme de pics
majeurs. Chaqgue échantillon a été mesuré deux fois, cela nous permet ainsi de conclure sur

I’homogénéité ou I’hétérogénéité des VEsp présentes dans les culots.

3.3.6 Gradient de vélocité a 1’1odixanol

Le gradient de vélocité a 1’iodixanol a permis de séparer les VEs dont les exosomes des
particules virales (Cantin, Diou et al. 2008). Le gradient de vélocité était constitué de
plusieurs fractions de différentes concentrations en iodixanol. Le gradient a été préparé
dans des tubes ultracrimp (cat :79246 ; Thermo scientific, Asheville, Caroline du nord
28804, Etats-Unis) dans lesquels ont été déposés 900 pL des différentes fractions, allant de
la plus concentrée a la moins concentrée (de 18% a 6%) (Cantin, Diou et al. 2008, Hubert,
Subra et al. 2015). Ensuite, 800 uL d’échantillon ont été déposes sur le haut du gradient et
les tubes ont été complétés avec du PBS. Ensuite, les tubes optisel ont été scellés avant
d’étre ultracentrifugés a 180 000 x g pendant 50 minutes avec I’ultracentrifugeuse Sorvall
WX Ultra Series centrifuge (Thermo Fisher Scientific™, Langenselbold, Allemagne) et le
rotor 65V13. Une fois ultracentrifugée, chacune des fractions a été récupérée pour réaliser
les différents tests souhaités (comme la mesure de I’activit¢ AChE, le rayon

hydrodynamique, le dosage protéique et I’immunobuvardage).

3.3.7 Immunobuvardage

Les fractions du gradient ont été mélangées a volume égal avec le sample buffer Laemmli
concentré 2 X (SB 2x) et incubées a 100 °C pendant 7 minutes. Les échantillons ont ensuite
été déposés sur un gel SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel
Electrophoresis) de 10% de polyacrylamide. Les protéines ont été transférées sur une
membrane PVDF (Polyvinylidene Difluoridede) 0,45 pum pour un immunotransfert & 100
Volt. Une coloration au rouge de Ponceau a permis de s’assurer de la qualité du transfert.

Les sites non spécifiques de la membrane ont ensuite été blogués avec une solution
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contenant du lait a 5% dans le tampon de TBS (Tris Buffer Saline)/Tween 20 0.1%. Les
anticorps anti-Tsg101 (1/100), anti-CMH-I (1/100), anti-Alix (1/100) et Hsp70 (1/100) ont
été dilués dans le tampon TBS/Tween 0,1% et incubés 1 heure avec la membrane. Ensuite,
les membranes ont été lavées trois fois pendant 10 minutes avec le tampon TBS-Tween
0,1%, suivi de I’incubation avec 1’anticorps secondaire pendant 45 minutes, un anticorps
anti-souris couplé avec la horseradish peroxydasse (HRP) dilué a 1/20 000 dans de
I’enhancer. Les membranes ont été lavées trois fois avec le tampon TBS/T 0,1 % pendant
10 minutes. Les membranes ont ensuite été révelées avec le luminata forte incubé pendant

5 minutes dans le noir.
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Chapitre 4 Résultats

4.1 Purification des microvésicules et des exosomes

L’objectif premier de ce travail était d’analyser séparément les MVs et les exosomes du
plasma afin de déterminer quelle population de VEsp était enrichie en AChE. Pour se faire,
les MVs ont été purifiées avec une centrifugation a 17 000 x g, puis les VEsp restantes dans
le surnageant ont été précipitées avec le kit commercial ExoQuick™ tel que décrit
précédemment. Une mesure de ’activité AChE a été réalisee (Figure 7 panel A) ainsi

qu’une mesure du rayon hydrodynamique (Figure 7 panel B et C).
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Figure 7. Comparaison de I’activité AChE et de la taille du rayon hydrodynamique
entre les deux culots de VEsp purifiées.

Les plasmas déplaquettés des 26 échantillons de notre cohorte ont été centrifugés (Culot
MVs) et précipités (culots Exo). L’activité AChE (A) et le rayon hydrodynamique (B) ont
été mesurés pour chacun des culots. Les statistiques ont été calculées par un test T de
student non apparié avec un intervalle de confiance 0=0.05 ; **** p<0.0001
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Les résultats montrent que le culot enrichi en exosomes contient la majorité¢ de 1’activité
AChE associee aux VEsp (Figure 7 panel A). La moyenne de I’activit¢ AChE (D.O
450nm/minutes), dans les culots MVs est de 8.181 + 4.836 et dans les culots Exo de 47.42
+ 22.41. Nous pouvons voir que I’activité AChE est significativement supérieure dans les
culots d’Exo par rapport aux culots MVs (A) (**** p=<0.0001).

Afin de valider que les tailles des deux types de VEsp purifiées correspondent bien a ce qui
est décrit dans la littérature, la mesure des rayons hydrodynamiques a été réaliseé. Les tailles
moyennes des pics majeurs de chacun des échantillons sont présentées a la figure 7, panel
B. Les MVs présentent un rayon hydrodynamique plus grand que celui des culots Exo ainsi
qu’une plus grande hétérogénéité. Dans les culots MVs la taille moyenne des VEsp est de
254.3 d.nm = 125.4 et dans le culot Exo elle est de 97.38 d.nm + 35.82. La représentation
graphique composée de tous les échantillons illustrés a la figure 7 panel C, montre la
polydispersité des VEsp. Les culots MVs (courbe blanche) sont plus hétérogenes, que les
culots Exo (courbe noir). La moyenne des rayons hydrodynamiques dans les culots de MVs
est significativement plus grande que dans les culots Exo (**** p=<0.0001). La
purification des vésicules plus grosses (MVs) avant la précipitation des plus petites, nous
permet d’enrichir les VEsp AChE+ dans le culot Exo. De plus, ces VEsp AChE
apparaissent comme une population de vésicules homogénes de petite taille proches de la

description connues pour les exosomes.

4.2 Potentiel biomarqueur des VEsp AChE+ dans I’infection par le VIH-1

Le but de cette partie du projet était de caractériser la population de VEsp AChE+ définie
ci-dessus dans I’infection par le VIH-1 afin de préciser son potentiel de biomarqueur. Les
résultats obtenus précédemment ont été ré-analysés en fonction des 3 bras de notre cohorte
(Tableau 1). Cette cohorte se compose de sujets contrdles (non infectés), de sujets infectés
naifs (sans ART) et de sujets infectés traités (aux ART). Le tableau 1 montre les parametres
cliniques des patients infectes, arborant des valeurs représentatives de la pathologie, soit un
ratio CD4/CD8 inversé (inférieur a 1).
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Patients infectés VIH-1

Contrdles MNaifs Traités
n=8 n=a n=12
Charge virale copies,/ml - 79894 + 118176 < A0
Durée de l'infection (années) = 503 £ 478 1792 £ 341
LT CD4 (Cellules;pul) MWD 7355 = 405 520,7 + 108,7
LT CD8(Cellules/ul) ND 1302 + 926,7 770 + 4081
Ratio CD4,/CD8 MWD 06117 + 0,1867 08283 *+ 0,3544
MNeutrophiles (1.ES/L) MD 317 £ 052 3,13 + 103
Monocytes (1.E9/L) ND 0,65 + 0,27 0,45 + 0,17
Plaquettes (1.ES/L) MD 208,3 £ 50,38 1819 + 66,36
.ﬁge[annéﬂs] 4475 * 967 43 33 + 1453 5267 * 12 98
Genre n (%) femme 4 (57%) 1({17%) 0 (0%)
homme 3 (43%) 5 (83%) 12 (100%)

Les paramétres cliniques sont reportés en moyenne avec lo déviotion standard (50).

Tableau 1. Données cliniques de la cohorte de patients atteints du VIH-1+ étudiée.
Les différents parametres cliniques des patients provenant de la cohorte du Docteur Sylvie
Trottier sont regroupes sous les différents bras de de la cohorte, contréles naifs et traités.

Nous avons purifié les VEsp des patients de la cohorte pour déterminer si les VEsp AChE+
des culots Exo sont plus abondantes chez les patients infectés et plus particulierement chez
les patients naifs (Figure 8). L’activit¢ AChE ainsi que la taille des rayons
hydrodynamiques ont été mesurées dans les deux culots entre les 3 groupes de patients.
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Figure 8. Caractérisation de I’activité AChE et du rayon hydrodynamique des VEsp
dans les différents bras de la cohorte.

Les plasmas déplaquettés viennent de patients sains (n=8), infectés sans ART naifs (n=6) et
infectés traités au ART (n=12). Les VEsp sont précipitées en un culot MVs et un culot Exo.
L’activité AChE et le rayon sont comparés entre les bras de la cohorte dans les MVs (A, B)
etles Exo (C, D, EetF).

Dans les culots MVs, la quantité d’AChE détectée est faible et ne varie pas entre les bras de
la cohorte (Figure 8 panel A). En effet, I’activité AChE (exprimée en D.0.450nm/minutes)
des sujets controles est de 5.141 + 3.237, chez les naifs de 9.138 + 4.924 et les traités de
9.729 + 5.032. Toutefois, on remarque une tres légere hausse chez les patients infectés par
rapport aux controles. Tandis que dans les culots Exo, les activités AChE ont une tendance
a ’augmentation chez les patients infectés (Figure 8 panel D). L’activit¢ AChE moyenne
chez les sujets contrbles est de 40.20 + 23.13, chez les naifs de 57.68 + 24.93 et pour les
traités de 47.10 + 20.56. On remarque que cette hausse d’activité est plus prononcée chez
les patients infectés naifs par rapport aux traités.
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Entre les différents bras de la cohorte, les rayons hydrodynamiques des VEsp du culot MVs
diminuent l1égerement et sont plus variables chez les individus infectés (Figure 8 panel B).
Dans les culots MVs la moyenne de la taille des VEsp chez les sujets contrdles est de 263.8
d.nm + 85.75, chez les naifs de 235.5 d.nm £ 118.2 et de 257.5 d.nm % 156.4 pour les
traités. Cette légére diminution est visible également par le déplacement du pic majeur dans
le graphique illustrant les rayons hydrodynamiques moyen chez les patients infecteés (Figure
8 panel C). Nous pouvons voir qu’il y a plus d’hétérogénéité dans les tailles des VEsp
présentes dans les culots MVs entre les différents bras de la cohorte. Cette hétérogéneité
semble plus prononcée chez les patients infectés traités. Dans le culot Exo, le rayon
hydrodynamique des VEsp ne varie pas entre les différents bras de la cohorte (Figure 8
panel E). Dans les culots Exo, la moyenne de la taille des VEsp chez les sujets contrdles est
de 106.4 d.nm + 44.80, de 110.2 d.nm + 38.97 chez les naifs et 84.96 d.nm + 25.13 pour les
traités. Une légére diminution de la taille des VEsp est visible chez les patients traités.
Toutefois, entre chaque bras de la cohorte, les populations de petites VEsp semblent
conserver leur homogénéité comme le représente le chevauchement des pics dans le
graphique illustrant les rayons hydrodynamiques (Figure 8 panel F).

La polydispersité des VEsp dans les culots MVs est plus grande chez les patients infectes et
surtout chez les patients traités. La population de VEsp AChE+ des culots Exo est une
population homogeéne de petites vésicules qui tendent a étre plus abondantes chez les
patients infectés. Cette augmentation est plus prononcée chez les patients naifs.

Pour valider si cette population de VEsp posséde un potentiel de biomarqueur de I’infection
par le VIH-1, les corrélations entre les parameétres cliniques des patients et 1’activité AChE

ont été calculées (Tableau 2).
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HIV-1 +
Naifs Traités HIV+ (Naifs + Traités)
n=4§8 n=12 n=18
MVs
Charge virale {log10 copiesiml) r=-0,6 ; p= 0,2417 - -
temps d'infection r=0,0882 ; p= 09194 r=04183;p=0176 r=0.2152 ; p=0,3911
CD4 (celliul) r=0,2571; p=0,6583 r=-0,0699 ; p= 0,829 r=0,0691 ; p=0,7851
CD8 (cellil) r=-0,1429 ; p= 0,8028 r=0,5105 ; p=0,0899 r=0.2982 ; p= 0,2293
CD4/CDS ratio r= 04286 ; p= 04194 r=-04273; p=0,1659 r=-0.2183 ; p= 0,3841
Neutrophiles (1.E9/L) r=0,0289 . p=1.0 r=04327; p=0.,1601 r= 03821 ; p= 01176
Monocytes (1.E9/L) r=0,2319 ; p=0,6583 r=02818; p=10,3748 r= 03162 ; p= 0,201
Plaquettes (1.E3/L) r=-0,4857 ; p= 03556 r=0,1958 ; p=0,5419 r=-0.0691 ; p= 0.7851
Age (années) r=-0,2319 ; p= 06583 r=0,3481 ; p=0,2676 r= 01775 ; p= 0,481
spearman spearman spearman
Exo
Charge virale (log10 copies/ml) r=0,7143 ; p=0,1361-
temps d'infection r=-0,7945 ; p= 0,0583 r=-0,2246 ; p= 0,4829 r=-0,4304 ; p= 0,0746
CD4 (celliul) r= 01429 ; p= 0,8028 r=0,0686 ; p=0,8322 r=0,0381 ; p= 0,5804
CD8 (celliul) r= 05429 ; p= 02972 r=01085;p=0,7372  *r=0,4840 ; p= 0,0418
CD4/CDS ratio r=-0,3143; p= 05639 r=-0,2578 ; p= 04186  *r= 0,4708 ; p=0,0486
Neutrophiles (1.E9/L) r=-0,0679 ; p=0,9194 r=02691 ; p= 03977 r= 03644 ; p= 0,137
Monocytes (1.E9/L) r=0,116 ; p= 0,8028 r=0,0793 ; p=0,6064 r=0,1929 ; p= 04432
Plaquettes (1. E3/L) r=0,1429 - p= 0,8028 r= 05157 ; p= 0,0862 *r= 10,5439 ; p= 0,0196
Age (années) r= 05508 ; p=0,2972 r=0,0830; p=0,7975 r=-0,0198 ; p= 0,9377
spearman pearson spearman

Tableau 2. Corrélation entre I’activit¢ AChE des VEsp purifiées et les paramétres
cliniques des patients.

Les corrélations sont exprimées sous le coefficient r de Spearman ou Pearson et de la valeur
p bilatérale. L’utilisation de la corrélation de Spearman ou Pearson est déterminée via un
test de normalité d’Agostino et Pearson.

Le tableau 2 montre des corrélations avec 1’activité AChE uniquement dans le culot Exo.
Chez les patients infectés (Naifs + Traités) I’activité AChE mesurée dans les culots Exo
corréle positivement (*r= 0.5439 ; p= 0.0196) avec les plaquettes et la quantité de
lymphocytes T CD8 (*r= 0.4840 ; p= 0.0418). Elle corréle négativement avec le ratio
CD4/CD8 (*r= -0.4708 ; p=0.0486). Le ratio CD4/CD8 est le principal biomarqueur
accepté de la maladie du VIH-1. Cette corrélation met en évidence le potentiel des Exo

comme biomarqueur dans la pathologie du VIH-1.

La population de VEsp AChE+ que nous avons enrichie en la séparant des grosses

vésicules, corréle avec le marqueur de la progression de la maladie. Nous avons vu que la
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population de VEsp AChE+ chez les patients infectés tend a étre augmentée. Nous
supposons que cette population de VEsp AChE+ serait des exosomes et pour Vérifier cela le

gradient de vélocité a été utilise.

4.3 Caracteérisation des VEsp AChE+ par gradient de vélocité

La caractérisation de cette population de VEsp AChE+ permettra de valider si les VEsp
AChE+ contiennent d’autres marqueurs d’exosomes et si ce culot exo contient des
protéines ou des agrégats protéiques contaminants. Pour se faire, les VESp ont été separées
avec le gradient de vélocité a 1’iodixanol, utilisé pour la séparation des VEsp et des
particules virales (Cantin, Diou et al. 2008). Pour caractériser la capacité du gradient de
vélocité a purifier les VEsp AChE+, les VEsp d’un individu sain ont été précipitées en un
culot MVs et un culot Exo, puis le culot Exo a été déposé sur un gradient de vélocité. La
répartition de 1’activité AChE, des rayons hydrodynamiques et des protéines dans les

fractions du gradient a été mesurée (Figure 9).
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Figure 9. Caractérisation de D’activité AChE, de la concentration protéique et du
rayon hydrodynamique des VEsp séparées dans les fractions du gradient de vélocité.

Les VEsp ont été précipitées a partir du surnageant d’un culot MVs avec le kit
ExoquickTM. Les VEsp du culot Exo sont déposées sur un gradient de vélocité a
I’iodixanol. Les fractions du gradient ont été mesurées en duplicata pour I’activit¢é AChE
(panel A), le dosage protéique (Test BCA) (Panel A) et pour la mesure du rayon
hydrodynamique (panel B). A) Les boites noires représentent la concentration proteique des
fractions (échelle de droite), tandis que les blanches représentent ’activité AChE (échelle
de gauche). Cette illustration est représentative d’au moins trois expériences différentes.

On observe que le gradient de vélocité permet d’enrichir la population de VEsp AChE+
entre les fractions 7.2% et 10.8% (Figure 9 panel A), avec une plus forte activiteé AChE
dans les fractions 8.4% (36.91 + 1.09) et 9.6% (36.16 + 0.11). Pour évaluer les protéines
associées ou non aux VEsp, la répartition des protéines dans les fractions du gradient a été
mesurée avec un test BCA (Figure 9 panel A). Les protéines sont plus concentrées dans les
premiéres fractions 6% (560.77 pug/mL + 414.47) et 7.2% (531.18 pg/mL + 328.68), puis
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leur quantité diminue dans les fractions suivantes. Les fractions contenant le plus d’AChE
ont une concentration protéique de 385.23 pg/mL + 255.6 pour la fraction 8.4% et 210.83
pg/mL £ 161.05 pour la fraction 9.6%.

La mesure des rayons hydrodynamiques illustrée dans la figure 9 panneau B montre bien la
présence de VEsp de tailles similaires aux exosomes dans les fractions AChE+ positives.
Les fractions contenant les activités AChE révelent des tailles de 110.37 + 43.73 nm dans la
fraction 7.2%, 46.10 nm + 10.47 dans la 8.4%, 35.17 nm + 2.04 pour la 9.6% et 41.9 nm %
0.82 pour la 10.8%.

Le gradient de veélocité permet de purifier les VEsp AChE+ dans les fractions 8.4% et 9.6%
du gradient, ici en les séparant des protéines solubles plasmatiques (6% et 7.2%). La taille
des rayons hydrodynamiques est similaire a une taille d’exosomes et montre une population

de vésicules homogéne dans les fractions AChE+.

La présence du marqueur de I’AChE et la taille des VEsp renforcent I’idée que les VEsp
AChE+ seraient une population d’exosomes. Afin de poursuivre cette validation, un
immunobuvardage pour les marqueurs vésiculaires connus et décrits pour étre enrichis dans
les exosomes a été réalisé. Les marqueurs comme le Tsg101, Alix sont des marqueurs de la
population des exosomes. Nous avons également utilisé Hsp70 et CMH-I, des marqueurs

enrichis dans les VEsp (Figure 10).

% lodixanol

.
>

Marqueurs 6 7,2 84 X 96 10,8 12 132144156 16,8 18
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Alix R R L
CMH-I — Bl

Hsp70 - -

Figure 10. Caractérisation des marqueurs proteiques des VEsp dans les fractions du
gradient de vélocité.

Les VEsp d’un donneur sain ont été précipitées avec le kit ExoQuick™ puis déposées sur
un gradient de vélocité a I’iodixanol. Le gradient a été ultracentrifugé 50 minutes a 100 000
X g, puis les fractions du gradient analysées par immunobuvardage pour des marqueurs
vésiculaires. La colonne X représente un espace vide.
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La protéine TsglOl est visible dans les fractions 7.2 % a 10.8%. La protéine Alix se
retrouve fortement dans les fractions 7.2% a 9.6% et est présent dans les fractions 10.8% a
13.2%. Le marqueur du CMH-I est fortement exprimé dans les fractions 7.2% a 9.6% et
légérement présent dans la fraction 10.8%. Pour ce qui est d’Hsp70, celui-Ci se retrouve
dans les fractions 13.2% et 14.4%. Les fractions contenant les VEsp AChE+ sont enrichies
en marqueurs de I’immunité (CMH-1), et en marqueurs d’exosomes (Tsgl01 et Alix). De
plus, Hsp70 est absent des fractions AChE+ ce qui nous permet de voir une répartition de
différentes sous-populations de VEsp dans le gradient. Le gradient nous permet de purifier
les VEsp AChE+ et les marqueurs nous permettent de voir une répartition des différentes
populations de VEsp dans le gradient. De plus, les différents marqueurs Alix, Tsgl01,
I’AChE et les rayons hydrodynamiques valident que les VEsp AChE+ sont une population

d’exosomes AChE+.
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Chapitre 5 Discussion

Les VE sont facilement accessibles dans le plasma (Caby, Lankar et al. 2005), et leur
contenu riche en protéines ou ARN, font de ces VE de bons biomarqueurs de la progression
de diverses pathologies (Huang, Yuan et al. 2013, Kalra, Adda et al. 2013, Properzi,
Logozzi et al. 2013, Ridder, Keller et al. 2014). La caractérisation des VEsp des patients
infectés par le VIH-1 pourrait a long terme nous renseigner sur la progression de la maladie
et Defficacité des traitements mais aussi sur les désordres immunologiques associés a
I’infection. L’étude des VEsp chez des patients infectés par le VIH-1 a montré le potentiel
biomarqueur des VEsp (Hubert, Subra et al. 2015, Dreyer and Baur 2016, Konadu, Huang
et al. 2016). Pour approfondir ce potentiel, les VEsp ont été séparées et analysées en deux
populations distinctes. Ainsi la population de VEsp AChE+ a été identifiée comme étant
des exosomes. Quelques corrélations ont été obtenues notamment entre 1’activité AChE et
le compte de plaquettes et de lymphocytes T CD8 ainsi qu’une corrélation négative avec le

ratio CD4/CDS.

5.1 Caractérisation de la population d’exosomes AChE+

La premiere précipitation a permis de séparer les grosses vésicules (MVs) des petites
vésicules (les exosomes) comme le montre la figure 7. L’obtention de ces deux culots a
permis d’enrichir spécifiquement la population AChE+. Cependant la précipitation des VE
du plasma avec le kit Exoquick™ co-précipite des agrégats protéiques. En effet le plasma
contient de nombreuses protéines plasmatiques (e.g, albumine, immunoglobuline,
fibrogéne, HDL LDL) (Shen, Kim et al. 2005), qui peuvent étre co-précipitées avec les
VEsp. Ces co-contaminants affectent ainsi la pureté des VEsp purifiées par
ultracentrifugation (Van Deun, Mestdagh et al. 2014, Zonneveld, Brisson et al. 2014). Afin
de valider que cette population de VEsp AChE+ soit bien des exosomes, elles ont été
séparées avec le gradient de vélocité a 1’iodixanol. Le gradient de vélocité permet de
réduire le risque de co-contaminant car il peut séparer les VEsp des agrégats protéiques
comme le montre la répartition de la quantité de protéine et du rayon hydrodynamique dans

le gradient (Figure 9). En plus de séparer les agrégats protéiques, le gradient permet de
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séparer les exosomes des particules virales (Cantin, Diou et al. 2008). Dans les fractions
contenant les VEsp AChE+ les marqueurs Tsg101, Alix et CMH-1 sont retrouvés enrichis.
Ceci permet d’avancer que les VEsp AChE+ sont une population d’exosomes car on
retrouve des tailles d’exosomes (Figure 9), et les marqueurs de la biogénése des exosomes
(Tsgl101, Alix (Mathivanan, Fahner et al. 2012)) (Figure 10). Le gradient peut séparer les
exosomes AChE+ des autres veésicules car les tailles dans les derniéres fractions indiquent
la présence de vésicules non caractérisées et plus grosses (Figure 9). Entre autres, le
marqueur Hsp70 est enrichi dans les fractions contenant des vesicules plus grosses et est
absent dans les fractions AChE+ (Figure 10). Les populations de vésicules sont hétérogenes
et les marqueurs sont répartis difféeremment dans ces populations (Kowal, Arras et al.
2016). Le gradient de vélocité sépare les exosomes AChE+ des autres populations

veésiculaires plus larges ainsi que les particules virales et les agrégats protéiques.

5.2 Exosomes AChE+ dans I’infection par le VIH-1

Tout comme dans 1’étude de Hubert et coll. ’augmentation des exosomes AChE+ a été
observée chez les patients infectés, surtout chez les patients naifs, sans, cependant, atteindre
la significativité (Figure 8). En comparaison de la cohorte étudiée dans 1’article de Hubert
et coll. (Hubert, Subra et al. 2015), la présente cohorte est composée de moins de patients.
Les patients infectés naifs ne se ressemblent pas entre les deux cohortes. En effet, les
patients naifs de présente cohorte possédent une durée d’infection d’environ 5 ans qui est
plus longue que I’ancienne qui ne rassemblait que des patients infectés depuis moins d’un
an. La progression de I’infection chez les patients naifs est hétérogene puisque certains sont
infectés depuis 10 ans, d’autres 1 an et méme un patient depuis moins d’un an. Cette
différence est visible également par la charge virale détectée chez les patients naifs qui est
aussi tres hétérogene allant de 60 copies/mL a 266 413 copies/mL, ce qui indique une
activité de réplication différente. Le patient infecté depuis moins d’un an possede la charge
virale la plus élevée, 266 413 copies/mL, qui est due a une réplication virale intense suite a
la primo-infection. Chez les deux patients infectés depuis plus de 10 ans, I’'un d’eux
possedent une charge virale de 5608 copies/mL et un ratio CD4/CD8 de 0.44, et I’autre de
60 copies/mL et un ratio CD4/CD8 de 0.91. Aprés 10 années d’infection, le ratio CD4/CD8
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demeure proche de 1 et la charge virale de 60 copies/mL est a la limite du seuil de détection
de 40 copies/mL. Ce patient posséde des caractéristiques cliniques et une activité AChE de
ses VEsp proches de celles des controles et des élites contréleurs de I’ancienne étude. Les
élites contréleurs sont des individus infectés capables de controler la charge virale par eux-
mémes sans nécessiter de traitement. Leur systéeme immunitaire arrive a controler
I’infection visible par le ratio CD4/CD8 proche ou supérieur a 1. De plus, la charge virale
dans le sang de ces patients est proche du seuil de détection (Okulicz and Lambotte 2011,
Crowell and Hatano 2015). Dans la cohorte utilisée dans Hubert et coll. les VEsp de 14
patients élites contrbleurs ont été analysées et les résultats étaient comparables aux
contrdles, différents de notre cohorte qui possedent un patient proche des patients controles
dont les VEsp ont été analysées avec les sujets naifs. Les marqueurs cliniques (charge
virale, ratio CD4/CDS8, durée d’infection) montrent bien 1’hétérogénéité de la cohorte dans
la progression de I’infection. Ces différences dans les deux cohortes ont une similitude dans
la tendance a I’augmentation des exosomes AChE+ et corrélent négativement avec le ratio

CD4/CD8 et positivement avec le compte de lymphocytes T CD8.

La corrélation des exosomes AChE+ avec le ratio CD4/CD8 renforce leur potentiel de
biomarqueur et il serait pertinent de caractériser leur contenu pour renforcer leur utilisation
comme marqueurs de ’infection. Les travaux de Hubert et coll. ont montré que les VEsp de
patients naifs sont enrichies en micro ARN et que le mir223 et le mirl55 corrélent
fortement avec ’activité AChE. Il serait pertinent d’observer la répartition des micro ARN
dans les fractions du gradient et voir lesquels sont enrichis dans les exosomes AChE+. 1l est
décrit que les exosomes sont une population de vésicules enrichies en micro ARN, et cette
source de micro ARN permettent de les exploiter comme biomarqueurs dans I’infection par
le VIH-1 comme c’est le cas pour différents cancers, par exemple le liposarcome (Casadei,
Creighton et al. 2016). 1l est également possible de trouver des micro ARN viraux dans les
VEsp, par exemple vmiRTAR, vmiR88 et vmiR99 (Bernard, Zhao et al. 2014), qui ont été
détectés dans le sang de patients infectés et dans des cultures cellulaires infectées par le
VIH-1. La détection de micro ARN dans les exosomes AChE+ permettrait peut-étre de
découvrir la présence de micro ARN ayant le potentiel d’influencer les réponses
immunitaires et pourraient améliorer le suivi de la progression de I’infection mais aussi de

1’état d’activation des populations cellulaires.
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La corrélation des exosomes AChE+ avec le compte de lymphocytes T CD8, renforce
également le potentiel biomarqueur de cette population comme suivi de la progression de la
maladie en lien avec une des populations cellulaires connues pour son rdle dans 1’infection.
Une mesure des vésicules provenant des lymphocytes T CD8 PD-1 (Progammed Cells
Death) positive pourrait étre pertinente. En effet I’épuisement des lymphocytes T CD8 au
cours de I'infection du VIH-1 se caractérise par 1’expression de molécules, comme le PD-1
qui correle avec la perte de fonctionnalité de ces cellules ainsi qu’avec certains marqueurs
de progression de la maladie tels que la charge virale et le nombre de lymphocytes T CD4
(Day, Kaufmann et al. 2006, Trautmann, Janbazian et al. 2006, Hoffmann, Pantazis et al.
2016).

5.3 Les exosomes AChE+ dans différentes pathologies ou différents fluides

Nous avons montré que notre méthode de séparation des MVs et des exosomes permet
d’enrichir la population d’exosomes AChE+. Cette méthode est applicable dans différents
fluides et différentes pathologies. Afin de le vérifier nous avons caractérisé en collaboration
avec le Dr. Patrice Poubelle les exosomes AChE+ dans les liquides synoviaux de patients
atteints d’arthrite. (Annexe 1). Chez les patients atteints d’arthrite psoriasique, les
exosomes AChE+ étaient significativement augmenteés, et les marqueurs protéiques Alix et
Lysosomal-associated membrane protein-2 (Lamp-2) étaient enrichis chez ces patients.
Cette procédure a aussi été réalisée dans le cancer de la prostate et a montré une
augmentation des exosomes AChE+. Cette facon de faire, applicable dans d’autres
pathologies et d’autres fluides nous montre le potentiel des exosomes pour la
caractérisation et le suivi de la progression de diverses pathologies. En effet leur réle
biomarqueur des exosomes a déja été décrit dans le cancer (Hosseini-Beheshti, Pham et al.
2012, Kumar, Gupta et al. 2015, Casadei, Creighton et al. 2016) et les maladies
neurodégénératives (Saman, Kim et al. 2012, Hamlett, Goetzl et al. 2016) suggérant leur

potentiel de biomarqueur dans plusieurs pathologies.
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Chapitre 6 Conclusion

Durant cette étude, nous avons optimisé la purification des VEsp AChE+ en séparant les
grosses vésicules des petites. Ce moyen rapide et peu couteux permet de séparer les VEsp
AChE+, et la caractérisation que nous en avons fait permet de les identifier comme une
population d’exosomes. Par rapport a 1’étude antérieure, provenant de notre laboratoire
nous avons montré que cette population pourrait jouer un rdle de biomarqueur dans
I’infection par le VIH-1 et peut-étre aussi dans d’autres pathologies. Ces exosomes AChE+
pourraient servir d’outils dans le diagnostic/pronostic de I’infection, et renseigner sur
I’épuisement des lymphocytes T CD8 un mécanisme clé dans la pathologie qui n’est pas
complétement restauré par les traitements aux ART. En plus de ces applications, les
exosomes AChE+ pourraient également jouer un role d’outils thérapeutiques dans
I’infection par le VIH-1 (Teow, Nordin et al. 2016). En effet, dans I’infection par le VIH-1,
les exosomes de différents fluides (sang, semence, et lait maternel) ont montré des réles
anti-viraux (Madison, Roller et al. 2014, Smith and Daniel 2016).
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Annexe 1. Evaluation des exosomes AChE+ dans les liquides synoviaux de patients
atteints d’arthrites.

Les exosomes AChE+ ont été purifiés dans les liquides synoviaux de patients atteints
d’arthrite ou d’ostéoarthrose. La mesure de I’activité AChE a été réalisée chez les patients
atteints d’ostéoarthrose (A), de polyarthrite rhumatoide (PAR) et d’arthrite psoriasique
(PSO). A) Test bivalent non apparié de student avec un intervalle de confiance a=0.05 et B)
OneWay ANOVA intervalle de confiance a=0.05.
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