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Figure 1.1 : La composante cellulaire du microenvironnement tumoral.  
Au sein de la tumeur sont présents des vaisseaux sanguins composés de cellules 

endothéliales et de péricytes, des vaisseaux lymphatiques, des fibroblastes, diverses 

cellules issues de la moelle osseuse (BMDCs = Bone marrow-derived cells) dont des 

lymphocytes, neutrophiles, macrophages, mastocytes, monocytes (TEMs = Tie2-expressing 

monocytes), cellules myéloïdes suppressives (MDSCs = myeloid-derived suppressor cells), 

cellules souches mésenchymateuses (MSCs = mesenchymal stem cells). 

Joyce, J.A. and Pollard, J.W. Nature Reviews, 2009 
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Figure 1.2 : Les différentes capacités acquises par les tumeurs, et les deux 
caractéristiques favorisant le développement de ces capacités. 
A. Les six caractéristiques classiques acquises par les cellules tumorales décrites dès 

2000. B. Les capacités dites émergentes et les propriétés participant à l’acquisition des 

différentes capacités tumorales. 

Hanahan, D. and Weinberg, R.A., Cell, 2012 
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Tableau 1.1 : Les souris immunodéficientes présentent une susceptibilité 
augmentée au développement de tumeurs spontanées ou induites par un 
carcinogène. Dunn, G., Koebel, M and Schreiber, R. Nature Rev Imm 2006 
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Figure 1.3 : Les trois phases de l’immunoédition. 
Après l’apparition de cellules transformées en raison de causes externes et/ou internes à la 

cellule, le processus d’immunoédition se met en place en commençant par l’étape d’élimination, 

suivie ou non de l’équilibre et pour finir de l’échappement conduisant à la formation d’une tumeur 

macroscopique. De nombreux types de cellules immunitaires sont impliqués au cours des deux 

premières étapes et exercent une pression de sélection favorable à l’acquisition de nouvelles 

propriétés par les cellules tumorales qui échappent ainsi au contrôle par le système immunitaire. 
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Figure 1.4 : Les mécanismes de l’échappement tumoral. 
Les cellules tumorales acquièrent des capacités intrinsèques leur permettant d’échapper à la 

lyse par les LT. Ces mécanismes, encadrés en bleu font intervenir des molécules membranaires 

ou des molécules solubles : diminution de la présentation antigénique, augmentation de 

l’expression de facteurs anti-apoptotiques, expression de molécules induisant l’apoptose des LT 

activés, sécrétion de facteurs solubles permettant d’inhiber la réponse immunitaire. 

Les tumeurs peuvent aussi inhiber la réponse immunitaire en recrutant ou en induisant la 

différenciation de cellules immunosuppressives. Dans ce cas, on parle de mécanisme 

extrinsèque, encadrés en vert sur le schéma : induction de cellules myéloïdes suppressives 

(MDSCs), induction de macrophages de type M2 (M2M!) et induction lymphocytes T 

régulateurs (Treg).  
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Figure 1.5 : Les mécanismes immunosuppresseurs des lymphocytes T 
régulateurs (Treg). 
Les Treg peuvent inhiber la réponse immunitaires de différentes façons. 
A. La sécrétion de perforine/granzyme par les Treg induit la lyse des DCs et des lymphocytes T. 

B. L’interaction entre les Treg, exprimant la molécule CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte-

associated antigen 4) et les cellules dendritiques exprimant les molécules de costimulation 

CD80 et CD86) induit la production d’IDO par la DCs. Cette enzyme déplète le milieu en 

tryptophane, ce qui entraîne l’apoptose ou l’anergie des LT effecteurs. 

C. Les Treg produisent du TGF" et de l’IL-10 qui inhibent la capacité des DCs présenter 

l’antigène et à exprimer les molécules de costimulation nécessaires à l’activation des LT. Ces 

cytokines agissent aussi directement sur les LT pour induire leur anergie. 

Zou, W. Nat Rev Imm 2006 
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Figure 1.6 : Les deux principaux états d’activation des macrophages : M1 ou M2. 
Les macrophages sont classiquement activés par la présence de déterminants microbiens (LPS 

par exemple) et par l’IFN! . Ces macrophages sont de type M1, ils orientent la réponse immunitaire 

vers une réponse de type Th1 et produisent des ROS (reactive oxygen species) et RNS (Reactive 

nitric species) dans le but de détruire les microorganismes. La réaction allergique ou la présence 

d’un parasite ou pathogène extracellulaire vont à l’inverse induire une activation alternative des 

macrophages, principalement via la production d’IL-4 et IL-13. Ces macrophages M2 favorisent la 

mise en place d’une réponse immunitaire Th2 et le remodelage tissulaire (cicatrisation). Ce sont 

ces macrophages qui sont majoritairement présents dans les tumeurs au sein desquelles ils 

favorisent la croissance tumorale. LPS : lipopolysaccharide ; ROS : reactive oxygen species ; 

RNS : reasctive Nitrogen species ; CSF-A : Colony stimulating factor 1 

Adapté de : Allavena, P., Sica, A., Garlanda, C., Mantonvani, A. 2008, Immunological Reviews 
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Figure 1.7 : Les différents phénotypes de macrophages M2 et leurs rôles dans le 
développement tumoral. 
Les macrophages de type M2 peuvent exercer six fonctions pro-tumorales différentes qui 

correspondent chacune à une sous-population unique de macrophages M2. On peut 

cependant remarquer que la population dénommée « périvasculaire » est probablement la 

même que celle dénommée « invasive » : ces cellules présentent les mêmes caractéristiques 

mais se distinguent par leur localisation dans le microenvironnement tumoral. 

Qian, B-Z., Pollard, J.W. Cell Review 2010 
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Figure 1.8 : Principaux rôles pro-tumoraux des macrophages. 
Les trois principaux mécanismes par lesquels les macrophages favorisent la croissance tumorale 

sont : (1) La promotion de l’angiogénèse : l’hypoxie intratumorale favorise la production de VEGF par 

les macrophages. Ils peuvent aussi produire la métalloprotéase MMP9 qui permet d’augmenter la 

quantité de VEGF biodisponible. (2) L’induction de la capacité migratoire des cellules tumorales : 

sous l’effet du CSF-1 libéré par la tumeur, les macrophages produisent de l’EGF. Ils libèrent aussi 

des protéases de dégradation de la matrice extracellulaire. Enfin, les macrophages aident 

physiquement la migration des cellules tumorales en participant à la formation de TMEM 

(microenvironnement tumoral des métastases). (3) La présence de CSF-1 et d’IL-4 libérés par les 

tumeurs entraine la diminution de l’expression de molécules immunostimulatrices et l’augmentation 

de l’expression de molécules inhibitrices, conduisant à une inhibition de l’activation des LT. 
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Figure 1.9 : Deux états d’activation des neutrophiles : N1 anti-tumoral et N2 
pro-tumoral. 
Un neutrophile mature peut être activé de deux façons en fonction de l’environnement 

dans lequel il se trouve. La présence de TGF" dans l’environnement tumoral va favoriser 

une activation de type N2, favorisant le développement tumoral. Si la voie de signalisation 

du TGF" est inhibée, les neutrophiles présentent alors un état d’activation N1 avec des 

fonctions anti-tumorales. 

Adapté de : Fridlender, Z.G. et al, Cell 2009 
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Figure 1.10 : Rôles pro-tumoraux des neutrophiles, indépendants de la réponse 
immunitaire spécifique. 
Les neutrophiles peuvent avoir des fonctions pro-tumorales de différentes façons : recrutement 

de cellules inflammatoires, invasion et dissémination métastatique, angiogenèse, prolifération, 

induction de mutations dans l’ADN. Les neutrophiles peuvent aussi inhiber l’activation des LT, ce 

qui n’est pas représenté sur le schéma. 

Adapté de Gregory, A. et McGarry Houghton, A., Cancer Research, 2011 
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Figure 1.11 : Induction de la prolifération et de l’activation des MDSCs 
La prolifération des MDSCs peut être induite par certains facteurs produits par les cellules 

tumorales comme l’IL-6, l’IL-10, le GM-CSF, le M-CSF, le G-CSF et le VEGF. Ces facteurs 

induisent l’activation du facteur de transcription STAT3 qui initie la prolifération cellulaire.  

Des facteurs secrétés par les cellules stromales et tumorales (IL-4, IL-13, IFN#, IL-1") 

induisent une voie de signalisation aboutissant à l’activation de STAT1 et de STAT6 dans les 

MDSCs. Cette voie entraine l’activation des MDSCs qui se traduit par l’expression de 

molécules immunosuppressives : TGF", arginase et iNOS. 

Certains facteurs microbiens, reconnus par les TLRs, peuvent aussi induire l’activation des 

MDSCs, via le facteur de transcription NF-$B. Cette voie a aussi pour finalité l’expression de 

molécules immunosuppressives (arginase et iNOS).. 

Adapté de Gabrilovich, D.I. and Nagaraj, S. Nat Rev Imm 2009 
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Figure 1.12 : Les populations de MDSCs et leurs mécanismes immunosuppresseurs. 
A. Dans la tumeur, 70 à 80% des MDSCs sont de type granulocytique, elles produisent principalement 
des ROS et expriment l’arginase. Les MDSCs monocytiques produisent principalement du NO et 

expriment aussi l’arginase. Ces dernières peuvent se différencier en DCs et macrophages. B. Les 

mécanismes d’inhibition de la réponse immunitaire T sont principalement spécifiques de l’antigène dans 
les organes périphériques : les MDSCs présentent l’antigène via le CMH-I aux LT et inhibent l’activation 

des T spécifiques qui interagissent avec elles par la production de péroxynitrite (ONOO-). Dans les 
tumeurs, en revanche, le mécanisme d’inhibition est non spécifique de l’antigène et passe par la 

sécrétion de facteurs solubles (arginase et NO principalement) qui agissent à distance sans nécessiter 
de contact direct. Ces MDSCs peuvent se différencier en macrophages qui produisent ou du NO ou de 

l’arginase et peuvent aussi sécréter des cytokines suppressives. Gabrilovich, D.I. and Nagaraj, S. Nat 
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Figure 1.13 : Mise en évidence de la sécrétion des vésicules intraluminales par 
fusion des corps multivésiculaires avec la membrane plasmique. 
A. L’analyse en microscopie électronique à transmission des réticulocytes révèle la présence de 

corps multivésiculaires, contenant des vésicules intraluminales d’environ 50nm de diamètre, dans 

lesquelles est incorporé le récepteur de la transferrine (internalisation d’anticorps reconnaissant 

spécifiquement le récepteur de la transferrine et de protéine A marquée à la ferritine pour la 

détection). B. La fusion de corps multivésiculaires avec la membrane plasmique et la libération 

dans le milieu extracellulaire des vésicules intraluminales a aussi été montrée. Ces vésicules 

portent à leur surface le récepteur de la transferrine. 

Pan et al. 2008 The Journal of Cell Biology 
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Tableau 1.2: Les différents types de vésicules membranaires sécrétées et leurs 
caractéristiques physicochimiques. 
Il existe de nombreuses vésicules extracellulaires sécrétées par les cellules. Ces populations de 

vésicules présentent des caractéristiques physiques (taille, densité, apparence en microscopie 

électronique à transmission, sédimentation) et biochimiques (composition lipidique et protéique) 

qui peuvent être utilisées pour les différencier mais qui parfois se recoupent. L’origine cellulaire 

est un critère permettant de distinguer les exosomes des autres vésicules extracellulaires. 

Théry, C., Ostrowski, M. and Segura, E. Nat Rev Imm 2009 

 

100nm 

Figure 1.14 : Aspect des exosomes observés en microscopie électronique à 
transmission. 
Cette micrographie a été réalisée sur des exosomes secrétés par des lymphocytes B. Ils 

présentent une forme concave et, comme cela est montré dans l’insert en bas à gauches, ils 

contiennent des molécules du CMH II et la tetraspanine CD63. 

Février, B. Raposo, G. (2004) 
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Figure 1.15 : Voie de biogenèse des exosomes et acteurs moléculaires impliqués 
Une vésicule d’endocytose se forme par invagination de la membrane plasmique puis fusionne 

avec un endosome précoce, qui lui-même fusionne ensuite avec un endosome tardif. Les 

exosomes se forment par invagination de la membrane limitante des endosomes tardifs. Des 

vésicules intraluminales (ILVs) sont ainsi créées et le compartiment est appelé corps 

multivésiculaire (MVB). Celui-ci peut alors fusionner avec les lysosomes entraînant la 

dégradation de son contenu, ou alors fusionner avec la membrane plasmique libérant les ILVs 

le milieu extracellulaire. Ces vésicules sont les exosomes.  

Bobrie, A., Colombo, M., Raposo, G. and Théry, C. Traffic Review 2011 
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Figure 1.16 : Composition protéique des exosomes 
Ce schéma représente les protéines les plus classiquement retrouvées dans les exosomes de 

différentes types cellulaires. Il est basé sur 15 différentes analyses protéomiques, réalisées 

avec des exosomes purifiés à partir de surnageants de cellules en culture et de liquides 

biologiques. 
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Figure 1.17 : Mécanismes d’interaction entre les exosomes et une cellule 
réceptrice. 
Les exosomes peuvent interagir de différentes façons avec les cellules réceptrices. La 

phosphatidylsérine des exosomes peut être reconnue par les récepteurs TIM1 et TIM4 sur 

les LT, ou par la protéine soluble Mfge8. Cette dernière peut ensuite interagir directement 

avec les intégrines %v"3 et %v"5 à la surface cellulaire. Il a aussi été montré que les 

exosomes portent à leur surface des intégrines reconnues par la molécule ICAM-1 sur les 

fibroblastes activés. Les exosomes de DCs peuvent eux-mêmes exposer ICAM-1 à leur 

surface et interagir avec des cellules exprimant LFA1 (DCs et LT activés). Les exosomes 

peuvent ensuite rester à la surface des cellules ou fusionner avec la membrane plasmique 

permettant le transfert de leur contenu dans le cytoplasme de la cellulaire. Ils peuvent aussi 

être phagocytés puis éventuellement fusionner avec la membrane du phagosome. 
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Figure 1.18 : Les effets activateurs et inhibiteurs des exosomes tumoraux sur les 
cellules du système immunitaire. 
Les fonctions des exosomes tumoraux produits et purifiés in vitro sur l’activité des cellules 

immunitaires in vitro et in vivo ont été étudiées par de nombreux groupes. Sur la partie gauche 

du schéma sont représentées les fonctions pro-tumorales par activation d’une réponse 

immunitaire anti-tumorale spécifique. A droite du schéma se trouvent les fonctions pro-

tumorales attribuées aux exosomes, par inhibition de la réponse immunitaire anti-tumorale et 

promotion d’un environnement immunosuppresseur et inflammatoire. Enfin, comme cela est 

représenté en bas du schéma, les vésicules (pas de démonstration directe que ce soit des 

exosomes) peuvent transférer des ARN et des protéines oncogènes aux cellules tumorales ou 

aux autres cellules de l’environnement. 
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Figure 1.19 : Les grandes voies de trafic intracellulaire vésiculaire, et les 
protéines Rab associées. 
La participation des protéines Rab dans les différentes étapes du trafic intracellulaire sont 

représentées sur ce schéma. Certaines de ces protéines sont exprimées spécifiquement 

dans des tissus ou des types cellulaires particuliers. 

CCV : clathrin-coated vesicle; CCP : clathrin-coated pit; EC : epithelial cells; ER : 

endoplasmic reticulum; IC : ER-Golgi intermediate compartment; M : melanosomes; MTOC : 

microtubule-organizing centre; SG : secretory granules; SV : synaptic vesicles: T : T-cell 

granules; TGN : trans-golgi network 
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Figure 1.20 : Le cycle d’activation des petites GTPases RAB  
(1) La petite GTPase Rab associée au GDP est sous forme inactive. (2) Un facteur 

d’échange GEF déplace le GDP, ce qui permet au GTP présent dans le cytoplasme de venir 

se fixer à la petite GTPase qui se trouve alors sous sa forme activée (3). Le passage à la 

forme activée induit un certains nombres de changements conformationnels qui permettent 

le recrutement d’effecteurs spécifiques de la protéine Rab. (4) Une protéine activatrice de 

l’activité GTPase (GAP) induit l’hydrolyse du GTP en GDP par la protéine Rab. Celle-ci 

retourne dans un état inactivé (1). (0) La protéine Rab nouvellement synthétisée est prise en 

charge par la protéine chaperonne REP qui présente la GTPase à une GGT. Cette dernière 

ajoute des groupements génranylgéranyles nécessaires à l’ancrage des Rab aux 

membranes. Les protéines GDI participent au maintien de la protéine Rab sous une forme 

inactive, mais aussi à son adressage spécifique au niveau de certains compartiments 

intracellulaires. En effet, l’interaction des GDI avec les GDF présents sur différents 

compartiments participerait à la localisation intracellulaire spécifique des protéines Rab. 
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Figure 1.21 : Localisation des protéines Rab au niveau des différents 
compartiments cellulaires. 
Les protéines Rab sont localisées spécifiquement sur certains organites et compartiments 

intracellulaires. Elles participent ainsi à l’identité des membranes nécessaire pour 

permettre aux vésicules de transporter leur chargement depuis le compartiment donneur 

vers le bon compartiment receveur. 
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Figure 1.22 : Représentation de l’ancrage des mélanosomes sur les 
microfilaments d’actine dans les mélanocytes. 
A. Rab27a, présent à la surface des mélanosomes, permet d’ancrer ces compartiments 

sur les microfilaments d’actine, permettant leur transport jusqu’aux sites de fusion avec la 

membrane plasmique. Pour cela, Rab27a recrute l’un de ses effecteur : la mélanophiline. 

Celle-ci peut alors interagir avec la myosine-Va, un moteur moléculaire présent sur les 

microfilaments d’actine. B. Dans les cellules chromaffines des glandes médullo-

surrénales, c’est l’effecteur MyRIP qui est recruté par Rab27a et qui permet 
l’ancrage des granules de sécrétion sur les microfilaments d’actine, soit 

directement, soit par interaction avec la myosine Va. 
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Figure 1.23 : Mécanismes d’ancrage des vésicules à la membrane plasmique par 
Rab27a et ses effecteurs. 
Rab27a, sous sa forme active et donc liée au GTP, participe à l’ancrage des vésicules de 

sécrétion (VS) à la membrane plasmique dans différents types cellulaires et en faisant intervenir 

différents effecteurs. A. Dans les mélanocytes, l’ancrage des mélanosomes fait intervenir la 

synaptotagmine-like 2 (Slp2). Celle-ci interagit avec la phosphatidylsérine de la membrane 

plasmique. B. Dans les cellules neuroendocrines et les cellules "-pancréatiques, c’est l’effecteur 

Slp4 qui est recruté. Cet effecteur interagit avec Munc18, qui lui-même entre en contact avec les 

syntaxines localisées dans les membranes. C. La rabphiline, capable de se lier à SNAP25, 

participe aussi à l’ancrage des vésicules de sécrétion dans les cellules neuroendocrines. D. 

Enfin, dans les lymphocytes T, les neutrophiles et les mastocytes, l’ancrage des vésicules médié 

par Rab27a fait intervenir l’effecteur Munc13-4 qui pourrait interagir avec la phosphatidylsérine, 

les protéines SNAP oules syntaxines. . 
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Quelles sont les fonctions physiologiques des 
exosomes dans le développement tumoral in 

vivo ? 

Inhibition de Rab27a 

Existence de plusieurs 
populations de vésicules 

dans les culots 

d’exosomes? 

Implication de Rab27a 
dans d’autres voies de 

sécrétion? 

Implication de Rab27a et 
des exosomes dans la 

croissance tumorale et la 

réponse immunitaire 
tumorale ? 

Inhibition de la sécrétion 
des exosomes 

(marqueurs exosomaux) 

Figure 1.24 : Schéma des questions étudiées au cours de ces travaux de thèse. 
La question principale était de savoir quels étaient les fonctions des exosomes produits par les 

tumeurs in vivo dans la croissance et la réponse immunitaire tumorales. Pour cela, nous avons 

inhibé l’expression de Rab27a et de Rab27b. La sécrétion des exosomes est mesurée par la 

quantification des marqueurs exosomaux dans les culots d’exosomes. Les résultats obtenus ont 

confirmé une diminution de la sécrétion des exosomes par l’inhibition de Rab27a, mais pas par 

l’inhibition de Rab27b. Nous n’avons donc continué nos travaux qu’avec Rab27a. Les 

quantifications ont aussi révélé des discordances dans le comportement des différents marqueurs, 

nous conduisant à nous poser la question de l’existence de différentes populations de vésicules 

dans les culots d’exosomes. Par ailleurs, nous avons étudié l’implication de Rab27a dans d’autres 

voies de sécrétion que celle des exosomes. Enfin, nous avons étudié le développement des 

tumeurs n’exprimant pas Rab27a et la réponse immunitaire qu’elles induisent. 

Inhibition de Rab27b 

Chimiokines 

? 
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Figure 2.1 : Caractérisation des exosomes sécrétés par les cellules 4T1 Scr et 
4T1 sh27a après flottation sur un gradient de sucrose pendant 62 heures. 
20 &g d’exosomes produits par les cellules 4T1 exprimant (Scr) ou non (sh27a) Rab27a ont 

été mis à flotter sur un gradient de sucrose par ultracentrifugation pendant 62 heures. Le 

marqueur CD9 a pu être mis en évidence dans les culots d’exosomes provenant des deux 

types cellulaires, mais CD63 n’a pu être visualisé que dans les exosomes sécrétés par les 

cellules 4T1 Scr. 

Figure 2.2 : Caractérisation des 
exosomes sécrétés par les cellules 
4T1 Scr et 4T1 sh27a par western 

blot. 
10 &g et 3 &g d’exosomes produits par les 

cellules 4T1 exprimant (Scr) ou non 

(sh27a) Rab27a ont analysés par western 

blot afin de vérifier la présence des 

différents marqueurs d’exosomes : Alix, 

Hsc70, CD63, Tsg101 et CD9. 10 &g de 

lysats de chaque type cellulaire ont aussi 

été analysés afin de mettre en évidence 

l’enrichissement des différents marqueurs 

dans les exosomes. 
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Figure 2.3 : Les trois configurations cellulaires utilisées dans l’étude de Zeelenberg, I. 
et al (Cancer Research 2008). 
A. Les cellules contrôles sont transfectées avec le plasmide pcDNA3 vide : elles n’expriment pas 

d’antigène et produisent des exosomes normalement. B. Certaines cellules sont transfectées avec 

un plasmique contenant la séquence codant l’ovalbumine, avec une séquence signale. Ces cellules 

sécrètent donc l’antigène ovalbumine sous forme soluble et produisent des exosomes ne contenant 

pas OVA. C. La troisième construction plasmidique contient une séquence contenant l’ovalbumine 

fusionnée à la séquence C1C2 de la protéine Mfge8, connue pour se fixer aux phoshatidylsérines 

exposées à la surface des vésicules extracellulaires dont les exosomes. Les cellules qui expriment 

cette construction ne produisent pas l’antigène sous forme soluble (ou très peu), mais 

majoritairement associé aux vésicules extracellulaires. Les exosomes produits par ces cellules 

portent ainsi l’antigène OVA. 
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Figure 2.4 : Inhibition de l’expression de Rab27a et de Rab27b dans les cellules MCA-
OVA et MCA-OVA-C1C2.  
Plusieurs shARN ont été utilisés afin d’inhiber l’expression de Rab27a et de Rab27b, dans les 

cellules MCA-OVA et MCA-OVA-C1C2. A et B. Quantification de l’expression de Rab27a (A.) et de 

Rab27b (B.) par qRT-PCR dans les cellules exprimant un shARN spécifique de Rab27a ou l’un des 

cinq shARN spécifiques de Rab27b. n=8 pour OVA et n=12 pour OVA-C1C2, One-way ANOVA, 

post-test de Dunnett, *** p<0,001. C. Le niveau d’expression de la protéine Rab27a est vérifié par 

western blot. La tubuline est utilisée comme contrôle de charge. D. Le signal correspondant à la 

protéine Rab27a est quantifié et rapporté au signal de la tubuline, et le résultat est présenté en 

pourcentage d’expression par rapport au Scr. n=4 expériences indépendantes. Analyse statistique : 

One-way ANOVA, post-test de Bonferronni. * p<0,05. 

La moyenne et l’écart type sont représentés sur chaque graphique et chaque point représente une 

expérience indépendante.  
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Figure 2.5 : La sécrétion des exosomes est inhibée dans les cellules MCA-OVA et 
MCA-OVA-C1C2 n’exprimant pas Rab27a. 
A. Quantification de la quantité de protéines exosomales sécrétées par les cellules MCA-OVA et 

MCA-OVA-C1C2 exprimant (Scr) ou non (sh27a) Rab27a. B. Quantification des exosomes sécrétés 

par 15.106 cellules MCA-OVA Scr et sh27a, MCA-OVA-C1C2 Scr et sh27a par détection des 

marqueurs Alix, Tsg101, Mfge8, CD9 et de l’ovalbumine (OVA). 30&g de lysat de chaque type de 

cellules ont été analysés en comparaison. C. Deuxième exemple de quantification des exosomes 

sécrétés par les cellules MCA-OVA-C1C2 Scr et sh27a dans laquelle les marqueurs CD9 et Mfge8 

sont diminués dans les culots des cellules sh27a. D. Quantification des signaux obtenus pour 

chaque marqueur, Alix (n=1 ou 2), Tsg101 (n=3), CD9 (n=4 ou 6), Mfge8 (n=4 ou 6). Les 

histogrammes présentent la moyenne et l’écart type des résultats. Analyse statistique : Test t de 

Student apparié, * p>0,05. 
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Figure 2.6 : Les tumeurs n’exprimant pas Rab27a ont une croissance ralentie après 
injection de lymphocytes T CD8+ spécifiques de l’ovalbumine (OT-I). 
A. Croissance des tumeurs MCA-OVA-C1C2 et MCA-OVA exprimant un shARN contrôle (Scr) ou 

un shARN spécifique de Rab27a (sh27a) après injection de 200.000 cellules en sous-cutané. 

Chaque ligne représente une souris individuelle. n=13 souris pour MCA-OVA-C1C2 et n=3 souris 

pour MCA-OVA. B. Croissance des tumeurs dans des souris recevant une injection en 

intraveineuse à jour 6 ou 8 de 3.106 lymphocytes OT-I spécifiques de l’ovalbumine. n=34 souris 

pour MCA-OVA-C1C2 et n=6 souris pour MCA-OVA. C. Représentation de la taille des tumeurs 

MCA-OVA-C1C2 Scr et sh27a, en présence ou non de lymphocytes OT-I, à jour 10 et à jour 20. 

Barre horizontale : médiane. Analyse statistique : One-Way ANOVA, post-test de Bonferroni,  

* p<0,05. 
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Figure 2.7 Les lymphocytes OT-I sont activés de façon identique dans les souris 
portant une tumeur MCA-OVA-C1C2 exprimant ou non Rab27a. 
A. Etude de l’activation des OT-I, porteurs du marqueur CD45.2 et marqués au CFSE, dans les 

ganglions drainants la tumeur, 1 jour ou 6 jours après leur injection en intraveineuse dans les 

souris (3.106 par souris). La prolifération des OT-I est étudiée par la dilution du CFSE et leur 

activation par l’expression des marqueurs CD69 à J1 et CD44 à J6. L’histogramme à J6 présente 

la prolifération des OT-I dans une souris portant une tumeur (rouge) superposée à l’absence de 

prolifération dans une souris sans tumeur (bleu). Des billes de comptage sont ajoutées pour 

calculer les nombres absolus de cellules. B. Analyse de l’activation et de la prolifération des OT-I, 

6 jours après leur injection dans des souris portant des tumeurs MCA-OVA-C1C2 Scr, sh27a, ou 

des souris sans tumeurs (Ctle). Les résultats sont présentés en pourcentage des OT-I et en 

nombres absolus. 3 expériences ont été réalisées avec un total de 5 souris contrôles, et 13 souris 

portant des tumeurs exprimant ou non Rab27a. Barre horizontale : moyenne. Analyse statistique : 

One-way ANOVA, post-test de Bonferroni, * P<0,05, ** p<0,01 et *** p<0,001. 
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Figure 2.8 : Rôles hypothétiques des vésicules extracellulaires dans la croissance 
des tumeurs MCA-OVA-C1C2. 
A. L’étude réalisée dans le laboratoire par Zeelenberg, I. a montré que les vésicules portant un 

antigène exogène pouvaient induire l’activation des LT spécifiques de cet antigène et le rejet de la 

tumeur. B. Si les exosomes sont les vésicules responsables de l’activation des LT, alors leur 

inhibition par blocage de l’expression de Rab27a devrait induire une meilleure croissance des 

tumeurs, en raison d’un défaut d’activation des LT. C. Nous avons à l’inverse montré que l’inhibition 

de Rab27a permettait un meilleur rejet des tumeurs. Nous supposons donc que les exosomes 

sécrétés par la voie Rab27a ont un effet inhibiteur sur l’activation des LT, qui serait elle-même 

induite par une autre population de vésicules portant l’antigène.  
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Figure 2.9 : Inhibition de l’expression de RAB27A et de RAB27A dans les cellules 
MDA-MB-231, et influence sur la sécrétion des exosomes. 
A. Quantification par qRT-PCR de l’expression de RAB27A dans les cellules MDA-MB-231 

exprimant un shARN contrôle (Scr), un shARN spécifique de RAB27A (2 shARN testés : 

sh27A1 et sh27A2), un shARN spécifique de RAB27B (2 shARN testés : sh27B1 et sh27B2). 

n=1 (en triplicats). L’histogramme présente la moyenne et l’écart type des résultats. B. 

Quantification par qRT-PCR de l’expression de RAB27B dans ces mêmes cellules. n=1 (en 

triplicats). C. Quantification de la quantité de protéines exosomales sécrétées par les cellules 

MDA-MB-231 Scr, sh27A1 et sh27B2. Le résultat est présenté en &g par 10.106 cellules. D. 

Caractérisation et quantification des exosomes sécrétées par 15.106 cellules MDA-MB-231 

exprimant les shARN Scr, sh27A1 ou sh27B2. 30 &g de lysats de chaque cellule ont aussi été 

analysés. Seuls les marqueurs Alix et Tsg101 ont pu être détectés dans les exosomes, Hsc70 

ne semble être présent que dans les lysats et CD63 n’est observé ni dans les lysats ni dans les 

exosomes. 
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Figure 2.10 : Les tumeurs MDA-MB-231 n’exprimant pas RAB27A ont une 
croissance ralentie in vivo par rapport aux tumeurs contrôles. 
A. Croissance des cellules MDA-MB-231 in vitro. La quantité de cellules est mesurée à l’aide 

d’un substrat qui devient fluorescent après avoir été métabolisé dans les cellules (Alamar blue). 

Le résultat est présente en unités arbitraires (A.U.) pour une expérience. La quantification est 

effectuée le jour de la mise en culture puis tous les jours jusqu’à confluence (J4). B. Croissance 

des tumeurs MDA-MB-231 Scr et MDA-MB-231 sh27A1 après injection de 1.106 de ces cellules 

en sous-cutané à des souris Balb/c NOD SCID. Chaque ligne représente une souris 

individuelle. Une expérience avec 7 souris est représentée. C. Volume des tumeurs MDA-

MB-231  Scr et MDA-MB-231 sh27A1 aux jours 15 et 30. La barre horizontale représente la 

médiane. Analyse statistique : Test t de Student non paramétrique, * p<0,05 et ** p<0,01. 

0 10 20 30 40

0

500

1000

1500

2000

0 10 20 30 40

0

500

1000

1500

2000

0

100

200

300

**

0

500

1000

1500

2000

*

V
o

lu
m

e
 (

m
m

3
) 

Jours 

B. 

C. Volume des tumeurs à J15 Volume des tumeurs à J30 

V
o

lu
m

e
 (

m
m

3
) 

V
o

lu
m

e
 (

m
m

3
) 

Scr sh27A1 

** * 

A. 

0 1 3 4
0

50000

100000

150000

200000

250000

Scr

sh27a2

Jours

A
.U
.

MDA-MB-231 Scr MDA-MB-231 sh27A1 

Croissance des cellules MDA-MB-231 
Scr et sh27A in vitro 

Scr sh27A1 

Jours 

A
.U

. 



! """!

4D38G"! )&! 4D38G3! 5)*()&&)/&! E)! *6E',*)! E)! <Fp! +%! 7'%/&,&6! ECG>\(!->I1=>b! (%,4!

)++)4! )/&*%i/)/&! %'44,! '/)! E,(,/'&,./! E)! JFp! )&! RFp! *)45)-&,0)()/&! E)! +%! 7'%/&,&6!

ECG>\(!->I1=I! N\E]RCH&8/S&"& HD&#91!$)4!4D>\G!'&,+,464!%;,/!EC,/D,=)*! +C)H5*)44,./!E)!

>G_38_!E,(,/')/&! +C)H5*)44,./!E)! -)! @I/)!E)!<Fpb!(%,4! +)! 4D38_"!E,(,/')! %'44,! E)!

<Fp! +C)H5*)44,./!E)!>G_38G1!_,)/!7'C,+4!/)! 4.,)/&!5%4!5%*;%,&4b! /.'4! %0./4!'&,+,46! +)4!

4D>\G!4D38G"!)&!4D38_3!5.'*!+%!4',&)!E)!+C6&'E)1!!

! $)4! )H.4.()4! E)4! -)++'+)4! WMGTW_T3J"! )H5*,(%/&! +)4! 4D>\G! -./&*S+)! NX-*9b!

4D38G"! .'! 4D38_3! ./&! 6&6! 5'*,;,64! 5%*! '+&*%-)/&*,;'@%&,./41! $%! 7'%/&,&6! &.&%+)! E)!

5*.&6,/)4! )H.4.(%+)4! 46-*6&6)4! /)! (./&*)! 5%4! E)! E,(,/'&,./! E)! +%! 46-*6&,./! E)4!

)H.4.()4! 5%*! +)4! -)++'+)4! /C)H5*,(%/&! 5%4! >G_38G! .'! >G_38_! N\E]RCH& 8/S& 291! G'!

-./&*%,*)b!4C,+!L!%!'/)!E,;;6*)/-)b!-)++)T-,!4)*%,&!5+'&S&!E%/4!+)!4)/4!EC'/)!%'@()/&%&,./!E)!

+%! 46-*6&,./! 5%*! *%55.*&! %'H! -)++'+)4! -./&*S+)41! $.*47')! /.'4! %0./4! *)-D)*-D6! +%!

5*64)/-)! E)4!(%*7')'*4! 4'*! +)4! )H.4.()4! 46-*6&64! 5%*! "R1"F2! -)++'+)4! )H5*,(%/&! +)4!

4D>\G!X-*b!4D38G"!)&!4D38_3b!/.'4!/C%0./4!5'!E6&)-&)*!7')!G+,H!)&!U4@"F"!N\E]RCH&8/S&

'91!Q4-8F!)&!YM2J!/C./&!5%4!6&6!E6&)-&64b!)&!/.'4!/C%0./4!5%4!EC%/&,-.*54!*)-.//%,44%/&!

+%!5*.&6,/)!YMA!D'(%,/)1!$)4!E)'H!(%*7')'*4!G+,H!)&!U4@"F"!4./&!%'@()/&64!E%/4!+)4!

-'+.&4!EC)H.4.()4!5*.E',&4!5%*!+)4!-)++'+)4!WMGTW_T3J"!4D38G"!)&!4D38_3!5%*!*%55.*&!

%'H! WMGTW_T3J"! X-*1! G,/4,b! 4,! >G_38G! )&! >G_38_! 4./&! ,(5+,7'6)4! E%/4! +%! 0.,)! E)!

46-*6&,./!E)4!)H.4.()4!5%*!-)4!-)++'+)4b!)++)4! +)! 4./&! 4)+./!'/!(6-%/,4()!E,;;6*)/&!E)!

-)+',!)H,4&%/&!E%/4!+)4!(.EI+)4!('*,/4!7')!/.'4!%0./4!6&'E,64!)&!E%/4!+)!(.EI+)!D'(%,/!

Q)$%1!X,!/.'4!-./;,*(./4!5%*!+%!4',&)!7')!+C,/D,=,&,./!E)!+C)H5*)44,./!E)!>G_38G!.'!E)!

>G_38_!,/E',&!'/)!%'@()/&%&,./!E)!+%!46-*6&,./!E)4!)H.4.()4b!%+.*4b!E%/4!-)&&)!+,@/6)!

-)++'+%,*)b! +)4! 5*.&6,/)4! >G_38! 5.'**%,)/&! %0.,*! -.(()! *S+)! EC,/D,=)*! +%! ;'4,./! E)4!

W^_4!%0)-!+%!()(=*%/)!5+%4(,7')1!!

! G5*I4! %0.,*! 06*,;,6! 7')! +)4! -)++'+)4! WMGTW_T3J"! )H5*,(%/&! .'! /./! >G_38G!

5*.+,;6*%,)/&!?!+%!(h()!0,&)44)!!"#$!36%!N\E]RCH&8/IV&"9b!/.'4!%0./4!6&'E,6!+%!-*.,44%/-)!

E)! -)4! &'()'*4!E%/4!E)4! 4.'*,4! ,(('/.E6;,-,)/&)4b! +)4! 4.'*,4!_%+=#-!\]M!XYBM1! :.'*!

-)+%b!/.'4!%0./4!,/a)-&6!"1"F2!-)++'+)4!)/!4.'4T-'&%/6!)&!%0./4!4',0,!+%!-*.,44%/-)!4'*!'/!

)/0,*./!JF!a.'*4!N\E]RCH&8/IV&#9!Z! +)4!&'()'*4!/C)H5*,(%/&!5%4!>G_38G!5.'44)/&!5+'4!

+)/&)()/&! 7')! +)4! &'()'*4! -./&*S+)41! $%! E,;;6*)/-)! E)! &%,++)! )/&*)! +)4! E)'H! &L5)4! E)!

&'()'*4!)4&!4,@/,;,-%&,0)!%'44,!=,)/!%'!(,+,)'!E)!+%!-*.,44%/-)!%'!a.'*!"Rb!7'C%'!a.'*!JF!

5)'!%0%/&!+)!4%-*,;,-)!E)4!4.'*,4!N\E]RCH&8/IV&291!>G_38G!4)(=+)!E./-!a.')*!'/!*S+)!5*.T

&'(.*%+!E%/4!+)!(.EI+)!WMGTW_T3J"!&.'&!-.(()!/.'4!+C%0./4!.=4)*06!E%/4!+)!(.EI+)!



Figure 2.11 :Analyse des populations myéloïdes infiltrant les tumeurs et présentes 
dans les rates des souris portant une tumeur MDA-MB-231 Scr ou sh27A. 
A. Comparaison de l’expression des marqueurs Ly6G et Ly6C par les cellules CD11b+ provenant 

de la rate d’une souris Balb/c sauvage (gauche) ou d’une souris Balb/c NOD SCID (droite). B. 

Exemples représentatifs des marquages CD11b, CD11c, Ly6G et Ly6C sur les cellules vivantes 

présentes dans les tumeurs MDA-MB-231 Scr et sh27A. C. Quantification des populations CD11b+ 

et CD11b+/Ly6G+ infiltrant les tumeurs à jour 33 (pourcentage parmi les cellules vivantes). D. 

Quantification des populations CD11b+ et CD11b+/Ly6G+ dans la rate de souris portant une tumeur 

(Scr et sh27A) ou de souris sans tumeur à jour 33 (pourcentage parmi les cellules vivantes). n=2 

expériences indépendantes, avec 8 souris portant les tumeurs MDA-MB-231 Scr (Scr), 8 souris 

portant les tumeurs MDA-MB-231 sh27A (sh27A) et deux souris contrôles sans tumeur (ctle). La 

barre horizontale représente la médiane. Analyse statistique test t de student non paramétrique 

(Mann Whitney) pour les tumeurs et One-way ANOVA non paramétrique (Kruskall-Wallis), post test 

de Dunn pour les rates. * p<0,05. 
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Figure 3.1 : Schématisation des voies de sécrétion des différentes populations de vésicules 

extracellulaires. 

(1) Les cellules produisent des vésicules de taille très hétérogènes par bourgeonnement au niveau de la 

membrane plasmique : les microvésicules, les microparticules et les ectosomes. (2) D’autre part, les 

cellules sécrètent des exosomes, vésicules classiquement purifiées par des ultracentrifugations 
successives se terminant par une centrifugation à 100.000xg. Nous avons montré qu’une partie des 

vésicules ainsi purifiées semblait bien correspondre à des exosomes : leur sécrétion est dépendante de 

Rab27a (indiquant fortement une origine endosomale) et elles portent des marqueurs d’endosomes. (3) 
Une autre partie de ces vésicules est cependant produite de façon indépendante de Rab27a et elles 

portent les marqueurs Mfge8 et CD9 mais pas les marqueurs endosomaux. Nous ne savons pas si ces 
vésicules se forment dans des compartiments intracellulaires ou au niveau de la membrane plasmique. 
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Figure 3.2 : Hypothèse sur les mécanismes moléculaires impliquant Rab27a dans la 
voie de sécrétion des exosomes. 
Les corps multivésiculaires sont transportés dans le cytoplasme vers la périphérie cellulaire le long 

des microtubules par des moteurs moléculaires comme les kinésines. Rab27a pourrait participer au 

transfert des MVBs vers le cytosquelette d’actine sous-cortical, rôle joué par Rab27b dans les 

cellules HeLa. Rab27a recruterait pour cela un effecteur capable d’interagir avec la myosine, moteur 

moléculaire présent sur les microfilaments d’actine. Les MVBs atteignent ainsi la membrane 

plasmique sur laquelle ils vont s’ancrer avant de fusionner. Rab27a pourrait à ce niveau-là participer 

à l’ancrage en recrutant un autre effecteur capable d’interagir directement avec la bicouche lipidique 

(PS) ou avec des protéines associées à celle-ci (syntaxines, SNAP). Après cette étape d’ancrage 

suit l’étape de fusion, libérant les ILVs dans le milieu extracellulaire. D’autre part, comme il avait été 

proposé dans les cellules HeLa, Rab27a pourrait empêcher la fusion des MVBs entre eux ou avec 

d’autres compartiments intracellulaires, leur permettant de fusionner avec la membrane plasmique. 
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Figure 3.3 : Hypothèses sur les mécanismes moléculaires impliquant Rab27a dans la 
voie de sécrétion des facteurs solubles. 
Nos résultats indiquent que Rab27a contrôlerait négativement la voie de sécrétion des chimiokines. 

Notre hypothèse est que Rab27a inhiberait l’exocytose de façon constitutive des compartiments 

contenant ces chimiokines. Cet effet inhibiteur serait levé dès la réception d’un stimulus, permettant 

l’exocytose de façon régulée. Rab27a pourrait être ainsi impliquée à deux niveaux de la voie de 

sécrétion : A. au niveau de l’ancrage à la membrane plasmique ou B. au niveau de l’ancrage aux 

microfilaments d’actine. C’est en stabilisant l’ancrage à l’un ou l’autre de ces niveaux que Rab27a 

empêcherait toute sécrétion en l’absence d’un stimulus.  
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Figure 3.4 : Mécanisme hypothétique du rôle pro-tumoral des exosomes dans les 
tumeurs 4T1. 
(1) Les cellules tumorales produisent des exosomes et des facteurs solubles, dont le G-CSF. (2) 

Les chimiokines et éventuellement les exosomes circulent dans le sang. (3) Ils atteignent la moelle 

osseuse où ils induisent la mobilisation des neutrophiles/MDSCs et éventuellement l’induction de 

fonctions pro-tumorales. (4) Ces cellules myéloïdes entrent dans la circulation sanguine et 

s’accumulent dans la tumeur. (5) Si elles ne les ont pas acquises auparavant dans la moelle 

osseuse, les fonctions pro-tumorales des neutrophiles/MDSCs pourraient être induites dans le 

microenvironnement tumoral, sous l’effet des exosomes et facteurs solubles. (6) La promotion de 

l’angiogenèse, de la capacité migratoire des cellules tumorales, ou l’inhibition de l’activation des 

lymphocytes T sont des fonctions que pourraient alors exercer les neutrophiles/MDSCs. 
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Figure 3.5 Différentes populations de vésicules et exosomes pourraient jouer des 
rôles opposés sur la réponse immunitaire tumorale dans le modèle MCA OVA-C1C2. 
Le ciblage de l’antigène OVA sur les vésicules extracellulaires induit une réponse anti-tumorale par 

l’activation des LT. Cependant, les exosomes produits de façon dépendante de Rab27a jouent un 

rôle pro-tumoral. Nous proposons donc l’existence de (au moins) deux catégories de vésicules : (1) 

les microvésicules et/ou populations de vésicules co-centrifugées avec les exosomes qui participent 

à l’induction d’une réponse immunitaire anti-tumorale, (2) les exosomes portant les marqueurs 

endosomaux qui inhiberaient cette réponse. 
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