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Résumé  

Le carcinome corticosurrénalien (CCS) est une tumeur rare mais agressive dans laquelle nous avons identifié 
une expression aberrante de plusieurs microARN. Les microARN sont de petits ARN non-codants qui régulent 
l’expression des gènes au niveau post-transcriptionnel. Parmi les miRs trouvés surexprimés dans le CCS, miR-
139-5p et miR-483-5p sont impliqués dans le phénotype invasif de ce cancer. Notre équipe a montré que les 
cellules de CCS humain en culture produisent des exosomes. Ces microvésicules riches en protéines, lipides et 
acides nucléiques reflètent la composition de leurs cellules parentales et sont retrouvés dans plusieurs fluides 
biologiques. Nous avons émis l’hypothèse que les exosomes favoriseraient la communication entre les cellules 
tumorales et les cellules de leur microenvironnement. Etant donné que le CCS est une tumeur fortement 
vascularisée, notre objectif était de déterminer l’effet des exosomes sur le phénotype des cellules 
endothéliales. Pour cela, nous avons tout d’abord mis en place la purification des exosomes de cellules de CCS 
(NCI H295R), puis nous avons caractérisé leur contenu en microARN et en protéines. Nous avons montré que 
miR-483-5p est plus enrichi dans les exosomes que miR-139-5p. MiR-139-5p est préférentiellement exprimé 
dans les cellules comparées aux exosomes. De nombreuses protéines connues pour promouvoir la 
tumorigenèse et l’angiogenèse sont également enrichies dans les exosomes de NCI H295R.  Nous avons 
ensuite étudié l’internalisation en temps réel des exosomes par les cellules endothéliales de veine ombilicale 
humaine (HUVEC) ainsi que leurs effets sur la migration, la tubulogenèse et la signalisation cellulaire. 
L’internalisation des exosomes induit une augmentation du contenu en miR-139-5p et miR-483-5p des HUVEC 
et accélère significativement leur migration et leur organisation en pseudo-tubes. D’autre part, les exosomes 
augmentent la phosphorylation de la protéine kinase AKT de manière dose-dépendante. Bien que miR-483-5p 
et miR-139-5p soient très peu exprimés dans les HUVEC comparées aux cellules tumorales, l’inhibition de leur 
expression endogène ou l’inhibition par un antagomiR contrôle atténue l’effet pro-migratoire des exosomes. 
Cependant, la transfection de miR-483-5p et miR-139-5p exogènes dans les HUVEC à des doses comparables 
à celles apportées par les exosomes n’a pas montré d’effet sur leur migration. Ces résultats suggèrent que 
l’utilisation d’exosomes déplétés en miR-483-5p et miR-139-5p, tout en conservant d’autres molécules 
agissant de concert avec ces 2 microARN, serait la condition optimale pour tester leur rôle dans la fonction 
des cellules endothéliales. Des cellules NCI H295R exprimant des éponges à microARN de façon inductible sont 
en cours de génération afin de produire ces microvésicules.   
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 INTRODUCTION 
 

 Contexte  

Notre équipe étudie le carcinome corticosurrénalien (CCS), un cancer rare de mauvais pronostic. 
Grâce à sa participation active au réseau national INCA-COMETE (Institut National du Cancer-COrtico-
MEdullo-Tumeurs Endocrines) en France et à l’ENSAT (European Network for the Study of Adrenal 
Tumors), le Dr Nadia Cherradi, Directrice de Recherche INSERM et ma supérieure hiérachique, a mis 
en évidence la dérégulation de certains miRs tumoraux et circulants dans des cohortes de patients 
porteurs de CCS. Les CCS sont traités par ablation chirurgicale et sont réfractaires aux thérapies 
conventionnelles (chimio- et radio-thérapies) ainsi qu’aux thérapies ciblées. Les récidives locales ou 
l’apparition de métastases sont fréquentes. 
Le CCS se développe au niveau de la corticosurrénale, une glande endocrine très vascularisée. La 
vascularisation des tumeurs favorise leur croissance et permet également aux cellules cancéreuses 
invasives d’atteindre la circulation sanguine pour aller coloniser des organes cibles à distance. De 
nombreux travaux ont montré que les cellules cancéreuses sécrètent des nanovésicules, appelées 
exosomes, enrichies en diverses biomolécules qui reflètent l’identité des cellules parentales. Ces 
vésicules extracellulaires peuvent être internalisées par des cellules cibles dans le 
microenvironnement tumoral ou à distance et modifier leur phénotype. Ces exosomes émergent 
actuellement comme des vecteurs de communication intercellulaire. Leur implication dans la 
progression tumorale, la dissémination métastatique et la résistance aux thérapies anti-tumorales a 
été rapportée. A ce jour, la caractérisation des exosomes secrétés par les cellules de CCS, ainsi que 
l’étude de leur rôle dans le microenvironnement du CCS n’ont pas été réalisées.  
 
Nos travaux récents ont révélé que certains miRs, que nous avons trouvé surexprimés dans le CCS 
sont enrichis dans les exosomes secrétés par les cellules tumorales en culture. L’objectif de ce travail 
était de déterminer le rôle des exosomes dans la communication entre les cellules tumorales de CCS 
et les cellules endothéliales et d’étudier leur fonction potentielle dans le remodelage du réseau 
vasculaire de ces tumeurs. Nous avons formulé l’hypothèse que la capture des exosomes par les 
cellules endothéliales leur confère un phénotype pro-angiogénique qui pourrait favoriser 
l’échappement des cellules tumorales. Pour réaliser ces études, nous avons (1) mis en place les 
méthodes de préparation des exosomes au laboratoire, (2) caractérisé les exosomes sur le plan 
moléculaire (séquençage du miRnome et analyse du protéome) et (3) étudié l’impact des exosomes 
internalisés par les cellules endothéliales sur leur fonction.  
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 Structure et fonction de la glande surrénale 

 
Les glandes surrénales sont des glandes endocrines paires situées au-dessus du pôle supérieur du 
rein. Elles sont composées de la médullosurrénale et de la corticosurrénale qui dérivent de deux 
tissus embryonnaires différents et présentent des fonctions distinctes (Figure 1). La 
médullosurrénale, qui correspond à la zone interne de la surrénale et qui dérive des cellules de la 
crête neurale, est le lieu de synthèse des catécholamines (adrénaline et noradrénaline, épinéphrine 
ou hormones du stress). La corticosurrénale, qui correspond à la zone périphérique de la surrénale,  
provient du mésoblaste intermédiaire, permet la synthèse d’hormones stéroïdiennes. La 
corticosurrénale est divisée en trois zones fonctionnelles qui résultent d’une expression enzymatique 
différentielle : la zone glomérulée (ZG), la zone fasciculée (ZF) et la zone réticulée (ZR) 1. 
La ZG synthétise des minéralocorticoïdes, principalement l’aldostérone, responsable de la 
réabsorption du sodium au niveau du rein. La ZF, qui constitue 50% du cortex, secrète des 
glucocorticoïdes, principalement le cortisol chez l’homme. Le cortisol est une hormone 
hyperglycémiante et immunosuppressive. Elle augmente le catabolisme des protéines et le stockage 
des graisses. La ZR est la zone du cortex la plus interne. Elle produit des précurseurs d’androgènes 
comme la déhydroépiandrostérone (DHEA), la DHEA- sulfate et l’androstènedione. 
 

 
Figure 1 : Structure de la glande surrénale, adapté de Alamyimages   (https://www.alamyimages.fr/). La surrénale est composée de 
la corticosurrénale et de la médullosurrénale. La corticosurrénale se subdivise en trois zones fonctionnellement distinctes : la zone 
glomérulée, la zone fasciculée et la zone réticulée. 
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 Les tumeurs de la glande corticosurrénale 

 

 Généralités 
Les tumeurs corticosurrénaliennes, classées en adénomes (bénins) et carcinomes (malins), peuvent 
être sécrétantes ou non sur le plan hormonal. On parle d’incidentalomes surrénaliens lorsque des 
tumeurs non-secrétantes sont découvertes fortuitement lors d'examens d'imagerie réalisés 
initialement pour une autre pathologie2. Environ 50 % des carcinomes ne secrètent pas d’hormones 
stéroïdes et sont diagnostiqués à un stade tumoral avancé, parfois déjà métastatique. Lorsqu’une 
tumeur est suspectée, une tomodensitométrie (scanner) est effectuée en première intention. La 
classification des tumeurs corticosurrénaliennes est réalisée par les anatomopathologistes selon 
plusieurs critères, notamment le score de Weiss, le stade ENSAT (réseau européen pour l’étude des 
tumeurs surrénaliennes) et l’index de prolifération (Ki67)3.  
 

 Les différents types de tumeurs de la corticosurrénale 

1.3.2.1 Les adénomes corticosurrénaliens (ACS) 
La plupart des "incidentalomes" surrénaliens sont des adénomes non-secrétants. Les 
"incidentalomes" sont découverts de manière fortuite chez 5 à 8 % de la population âgée4; 
cependant, certains adénomes surrénaliens sont sécrétants et peuvent être à l’origine :  

- d’un syndrome de Cushing, dû à une hypersécrétion de cortisol. 

- de troubles de l’ovulation et d’hirsutisme par hypersécrétion d’hormone androgènes, surtout 

chez la femme. 

- d’un syndrome de Conn, qui se traduit par une hypertension artérielle et une hypokaliémie 

dues à une hypersécrétion d’aldostérone. 

Les adénomes sécrétants, mis en évidence par un dosage hormonal, peuvent être réséqués par 

intervention chirurgicale. 

 Le carcinome corticosurrénalien 
Le carcinome corticosurrénalien (CCS) est un cancer rare. Il atteint entre 0.7 à 2 personnes/million 
d’habitants par an5. Il est plus souvent observé chez la femme que chez l'homme, sans qu'on en 
connaisse la raison (sexe ratio de 1,5). Pour les formes localisées, la chirurgie est le traitement 
recommandé par l'ENSAT6. Un examen histologique permet d’établir le diagnostic de la tumeur, 
après ablation chirurgicale. Une tumeur maligne est suspectée si le score de Weiss est supérieur ou 
égal à 37. Ce score repose sur des paramètres histologiques tels que la taille des noyaux, la nécrose, 
l’invasion veineuse, les mitoses anormales8. L’apparition de métastases après chirurgie est fréquente, 
notamment pour les stades avancés (stades 3 et 4). Les examens par imagerie et les dosages 
hormonaux permettent de suivre la progression du carcinome corticosurrénalien.  
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 Altérations génétiques du carcinome corticosurrénalien 
L’analyse pan-génomique de plusieurs cohortes de CCS a révélé de nombreuses altérations 
moléculaires dont des amplifications/délétions chromosomiques, une hyperméthylation de certains 
gènes, une dérégulation du transcriptome et du miRnome ainsi que des mutations génétiques9,10. Les 
mutations les plus fréquentes sont somatiques ou germinales dans certaines formes familiales11.  

Parmi les altérations génétiques majeures identifiées dans le CCS, on note des mutations du gène 
suppresseur de tumeur TP53, des mutations de gènes de la voie Wnt/-caténine, une perte 
d’hétérozygotie des locus 17p13 et 11p15 et une surexpression considérable du gène Insuline Like 
Growth Factor 2 (IGF2)12. 
Une mutation germinale du gène TP53 a été rapportée pour 60 à 80% des enfants et 4% des adultes13 
atteints de carcinome corticosurrénalien. Des mutations somatiques, ainsi que des délétions de p53, 
ont été rapportées dans environ 15% des cas sporadiques chez l’adulte9,10.   
La voie de signalisation Wnt/β-caténine (Figure 2) est activée de manière anormale dans 40% des CCS 
via des mutations gain de fonction de la β-caténine elle-même ou des mutations perte de fonction 
de ZNRF3, une ubiquitine ligase qui exerce un rétrocontrôle négatif de la voie9 en facilitant la 
dégradation du récepteur Frizzled (FRZ)14. Les mutations de la β-caténine sont localisées dans l’exon 
3 qui code pour des résidus Ser/Thr essentiels dans le mécanisme de dégradation de la β-caténine. 
Les mutations de ces acides aminés empêchent la phosphorylation et la dégradation de la β-caténine 
par le complexe de destruction AXIN-Glycogène Kinase Synthase 3, Adenomatous Polyposis Coli 
(AXIN-GSK-APC) induisant une accumulation de la β-caténine dans le cytoplasme et le noyau, où elle 
active la transcription de ses gènes cibles15 tels que ceux codant pour l’axine 2, la protéine Leucine 
Rich Repeat containing G protein-coupled receptor 5 (LRG5) et aussi la cyclin D116 et c-myc17. La cyclin 
D et c-myc induisent alors une augmentation de la prolifération cellulaire. Des altérations de la voie 
p53 ajoutées à celles de la voie Wnt/β-caténine sont associées à des CCS de mauvais pronostic. Des 
souris transgéniques porteuses de mutations de p53 et de la β-caténine simultanées dans la surrénale 
développent un carcinome corticosurrénalien18.  
Plusieurs autres anomalies génétiques/épigénétiques, notamment celle du locus chromosomique 
11p15 soumis à empreinte parentale ont été décrites dans les CCS19. Dans la corticosurrénale 
normale, seuls l’allèle paternel d’IGF-2 et les allèles maternels de Cyclin-Dependant Kinase Inhibitor 
1C (CDKN1C) et H19 sont exprimés. Les anomalies en 11p15 dans le CCS aboutissent à une répression 
des gènes H19 et CDKN1C exprimés à partir de l’allèle maternel et/ou à une surexpression du gène 
IGF2 à partir de l’allèle paternel. Les mécanismes entraînant cette surexpression sont le plus 
fréquemment une disomie uniparentale avec perte de l’allèle maternel et duplication de l’allèle 
paternel actif ou plus rarement à une perte d’empreinte (Loss Of Imprinting ou LOI) avec expression 
du gène IGF-II par les deux allèles paternel et maternel. Lorsqu’on compare les carcinomes aux 
adénomes corticosurrénaliens, l’IGF2 est surexprimé dans 90% des CCS18,20. 
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Figure 2 : Mécanismes de signalisation de la voie Wnt/β-caténine, d’après Clever, 201421. (A) Récepteurs de Wnt. En situation 
physiologique, Wnt est un ligand qui se lie à Frizzled et aux récepteurs LRP5/6. Il active alors la voie de signalisation en aval. Les 
protéines membranaires ZNRF3 et RNF43 sont des ubiquitines ligases qui régulent négativement Frizzled par ubiquitination. La liaison 
de R-spondin (Rspo) avec Zinc And Ring Finger 3 (ZNRF3), RING Finger Protein 43 (RNFR43) et le récepteur Leucine Rich Repeat 
containing G protein-coupled receptor 5 (LGR5), inhibe l’activité de ZNRF3 et RNF43 et stabilise alors Frizzled. (B) Signalisation Wnt. A 
gauche, en absence du ligand Wnt, le complexe de dégradation constitué de l’Axine, de la Glycogène Synthase Kinase 3 (GSK3) et de 
l’Adenomatous Polyposis Coli (APC), se lie à la β-caténine; celle-ci est phosphorylée puis dégradée. Disheveld (DvL) est aussi nécessaire 
à l’activation de cette voie. Dans le noyau, le facteur de transcription TCF (T Cell Factor) est sous une forme inactive car il est associé à 
Groucho. A droite, en présence de Wnt, l’axine est associée à la protéine phosphorylée LRP (lipoprotein receptor-related protein). Le 
complexe de destruction est détruit et la β-caténine est stabilisée. Elle pénètre dans le noyau où elle se fixe à TCF et régule positivement 
ses multiples gènes cibles dont l’Axine 2 et LGR5. 

Figure 3 : IGF2 et empreinte parentale, d’après David A. F. Loebel and Patrick P. L. Tam, 2004 22. En situation physiologique, l’allèle 
maternel du gène IGF2 n’est pas exprimé car le répresseur transcriptionnel CTCF se lie avec le Domain Méthylé Différencié DMD alors 
que H19 est exprimé. L’allèle paternel est exprimé car le DMD est méthylé (représenté par CH3), CTCF ne peut plus se lier à DMD, H19 
n’est plus exprimé mais les activateurs de gènes peuvent activer le gène IGF2. En situation pathologique, il y a absence d’empreinte 
parentale, l’allèle maternel se comporte comme l’allèle paternel. La synthèse d’IGF2 est augmentée.  
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L’IGF2 est impliqué dans un grand nombre de voies de signalisation et peut être le ligand de quatre 
récepteurs (Figure 4) : IGF1R et IGF2R, le récepteur hybride pour l’insuline ainsi que le récepteur pour 
l’insuline. L’activation de IGF1R induit l’activation de la voie RAS et aboutit à la transcription de gènes 
et à la prolifération. L’activation du récepteur hybride ou du récepteur à insuline induit la voie 
PI3K/AKT qui va permettre la survie cellulaire en inhibant l’apoptose, en activant l’autophagie, en 
diminuant le stress oxydatif et permettant la traduction des ARNm en protéines. Dans une cohorte 
de 13 patients porteurs de CCS et 14 patients porteurs d’ACS non-secrétants d’hormones, le 
pourcentage de l’aire tumorale positivement marquée avec un anticorps anti-IGF2 était de 
35.97 ± 1.38 pour les CCS, de 16.79 ± 2.09 pour les ACSn et de 13.45 ± 1.94 pour les corticosurrénales 
normales. Les différences étaient statistiquement significatives entre le groupe CCS et le groupe 
ACSn. D’autre part, la stimulation des cellules de carcinome surrénalien NCI-H295R par IGF2 induit 
une augmentation de la viabilité et de la prolifération cellulaire23 suggérant l’implication possible de 
ce facteur de croissance dans la tumorigénèse. Cependant, IGF2 n’a pu induire à lui seul une tumeur 
CCS24 chez des souris transgéniques surexprimant IGF2.  
 

 
Figure 4 : Voies de signalisation de l'insuline, de l'IGF1 et de l'IGF2, d’après M. Fernandes, 201225. Chez les mammifères, l’insuline et 
l’IGF1 se lient à différents types de récepteurs : le récepteur à insuline, le récepteur hybride, le récepteur de l’IGF1 et le récepteur de 
l'IGF2. Les voies de signalisation de l’insuline et de IGF1 peuvent activer la voie RAS/ERK, et la voie PI3K-AKT. IGF2 peut se lier à tous 
les récepteurs précédents ainsi qu’au récepteur de l’IGF2. Le récepteur IGF2R peut induire l’endocytose et activer le trafic lysosomal. 
Il peut également, par l’intermédiaire de la protéine G, activer la la protéine kinase C (PKC) et la phospholipase C (PLC). Abréviations: 
4EBP1, 4E binding protein 1; ACh, acetylcholine; BIM, BCL-2 interacting mediator of cell death; ELK, ETS-like transcription factor; FOXO, 
forkhead box protein O; GSK3, glycogen synthase kinase 3; IGFBP, IGF-binding protein; mTOR: mammalian target of rapamycin; PI3K: 
Phosphoinositide 3-kinase, SOD: superoxide dismutase; ULK, uncoordinated-like kinase.  
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 Les microARN 

 Définition  
Les microARN (miRs) sont de petits ARNs non-codants constitués de 20 à 25 nucléotides. Le premier 
miR (cel-lin4) a été découvert chez Caenorhabditis Elegans en 1993. Il a une structure 
complémentaire de l’ARNm de lin14 et inhibe la synthèse de la protéine LIN-1426 . Depuis cette 
découverte, le nombre de miRs identifiés a considérablement augmenté : en effet, en 2021, la base 
de données miRBase comptabilise 48860 miRs matures et 38589 précurseurs de miRs27, identifiés 
dans 271 organismes. Chez l’homme, 1917 précurseurs et 2654 séquences de miRs matures ont été 
annotés. 
 

 Nomenclature 
Le premier terme caractérise l’espèce comme hsa pour l’homme, ggo pour le gorille, mmu pour la 
souris, cel pour C. elegans. Ce préfixe précède le terme de « miR », suivi de chiffres et de lettres pour 
discerner les miRs : par exemple hsa-miR-139. Les premiers miRs découverts échappent à cette 
nomenclature (exemple cel-lin4). Lorsque des miRs identiques sont obtenus à partir de deux gènes 
différents, on écrira hsa-mir-24-1 et hsa-mir-24-2 pour désigner les gènes, et par exemple hsa-miR-
24-5p ou hsa-miR-24-3p pour désigner les deux formes du miR mature. Pour deux miRs similaires 
(produits par deux gènes différents) qui ne diffèrent que de quelques nucléotides dans les parties 3′, 
on désignera les deux miRs en leur conservant un même nombre, mais on les distinguera en ajoutant 
une lettre (exemple : hsa-miR-103a-1, hsa-miR-103a-2, hsa-miR-103b-1, hsa-miR-103b-2). Le 
précurseur du miR est en forme d’épingle à cheveux; il est constitué de 2 brins qui ne sont pas 
entièrement complémentaires (Figure 5). 
 
 
 
 
 
 
Figure 5 : Exemple de séquence de miR : hsa-miR-483-5p. Dans miRBase, les 2 futurs brins matures apparaissent en rose au niveau du 
précurseur. Le sens de lecture s’effectue de 5’ en 3’. Le miR mature de hsp-miR-483-5p en 5’ est AAGACGGGAGGAAAGAAGGGAG. Le 
miR mature de hsp-miR-483-3p en 3’ est UCACUCCUCUCCUCCCGUCUU. 

 
Dans certaines publications antérieures, le brin le plus abondant ne possède pas de suffixe et le brin 
le moins abondant porte un astérisque * comme pour miR-200c. Cependant cette classification peut 
générer des erreurs et elle est remplacée progressivement par les suffixes 3p ou 5p. 
 

 Biogenèse des microARN 
Les gènes codant pour les miRs sont transcrits par l’enzyme RNA polymérase II ou III en de longs 
transcrits primaires appelés « pri-miRNA », qui peuvent atteindre plusieurs milliers de nucléotides 
(Figure 6). Ils possèdent, comme pour les pre-miRNA, une « coiffe » en 5′ (7-méthylguanosine 
triphosphate [m7G]), et une « queue » polyadénylée à leur extrémité 3′. Les pri-miRNA ont une 
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structure tridimensionnelle comportant des régions en épingle à cheveux (constituées par une tige 
et une boucle), parmi lesquelles se trouvent les séquences du futur miR. Le complexe Drosha/DGCR8 
permet le clivage du pri-miRNA en pre-miRNA. L’exportine 5 assure le transport du pre-miR du noyau 
vers le cytoplasme. L’enzyme Dicer va couper le pre-miR pour donner un miR double brin. Celui-ci est 
pris en charge par le complexe RISC (RNA Induced Silencing Complex) qui contient des protéines de 
la famille Argonaute (Ago). Un des deux brins est sélectionné selon des principes complexes et 
constituera de ce fait le brin « guide » ou brin « majeur », le brin complémentaire constituant alors 
brin « passager » ou brin « mineur », qui est généralement soumis à dégradation. Lorsque le miR a 
une complémentarité parfaite avec un ARNm, il s’ensuit une dégradation de ce dernier. Ce cas a été 
initialement décrit chez les plantes28. Chez les mammifères, les miRs inhibent la traduction de l’ARNm 
en protéines lorsque la complémentarité est imparfaite ou induisent la déstabilisation des ARNm en 
cas de complémentarité parfaite.  

La complémentarité parfaite existe cependant sur une partie limitée de la séquence du miR : elle se 
situe entre les nucléotides 2 et 8 dans une région appelée « seed » ou « graine ». Cette 
complémentarité au niveau d’une séquence limitée de nucléotides confère aux miRs un grand 
nombre de cibles potentielles. 

 
Figure 6 : Biogenèse des microARN, d’après Irena Mieswik, 2019 29.  RISC: RNA-induced silencing complex; Ago: Argonaute family 
proteins. 
 

 Transcription des microARN 
Il existe différents types d‘organisation génique des miRs (Figure 7) : 
-Les miRs intergéniques sont des miRs localisés entre 2 gènes, ils ont leur propre promoteur et sont 
transcrits de manière indépendante. Ils représentent environ 39% des miRs30. 
-La plupart des miRs ont un gène hôte (host gene) qui peut être transcrit en ARN messager (traduit 
en protéines) ou en ARN long non-codant (long non-coding RNA ou lncRNA). Les miRs provenant de 
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ces gènes hôtes sont appelés des miRs intragéniques : ils sont introniques à 90%30, exoniques ou 
peuvent chevaucher une zone intron-exon (« site-overlaping miR » : SO miR). La quantité de miRs 
synthétisée est souvent en corrélation avec les ARN messagers provenant du gène hôte : Dans une 
étude de 2004, cette corrélation a été montrée pour 4 cas sur les 5 étudiés31. Certains de ces miRs 
peuvent exercer un feed-back négatif sur l’ARN messager de leurs gènes hôtes30. Les miRs les plus 
anciens dans l’évolution (communs aux oiseaux et mammifères) sont des miRs intragéniques. 

 

 

 

 

 
 

 

 

Figure 7 : Localisation des séquences codant pour les miRs, d’après Q Sun et al, 202032. Les miRs sont introniques, exoniques ou 

intergéniques. 

 Rôle des microARN 
Les microARN ont un rôle essentiel dans la régulation de l’expression des gènes en déstabilisant les 
ARNs messagers (ARNm) ou en inhibant leur traduction. Ils se fixent en général sur l’extrémité 3’-non 
traduite (3’UTR ou 3’ Untranslated Region) qui peut avoir plusieurs sites de liaison avec le miR. Chez 
l’homme, ils ciblent potentiellement plus de 60 % des ARNm33. 

 Inhibition de la traduction par les microARN chez les mammifères 

1.4.6.1 Protéine Argonaute associée au microARN 
Chez les mammifères, l’ARNm cible des miRs ne présente pas un appariement parfait avec ses miRs 
régulateurs, contrairement aux plantes. Le miR est pris en charge par Argonaute (Ago) dans le 
complexe RISC. Argonaute est une protéine composée de 4 domaines34: le domaine N-terminal, le 
domaine PAZ (Piwi-Argonaute-Zwille), le domaine MID (Middle) et le domaine PIWI  
(P-element-Induced WImpy testis) (Figure 8). 

 
Figure 8 : Structure en domaines de Argonaute 2 chez l'homme, d’après S WillKomm et al, 2015. L1 et L2 : Linkers 1 et 2. Le 

domaine de liaison de l’extrémité 5’ du miR est entouré par un cercle vert dans la stucture en 3 dimensions à droite. 
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1.4.6.2 Interaction microARN-ARN messager 
La spécificité de reconnaissance d’un miR est principalement déterminée par la séquence de ses 
nucléotides 2 à 7 ou 2 à 8, correspondant à la région dénommée « seed » située du côté 5’ (Figure 
9). Les trois types d’appariement dits canoniques existant entre un miR et sa cible sont : 

- la configuration 7mer : elle se caractérise par un appariement parfait du seed positionné 
après l’adénine du messager faisant face au nucléotide en position 1 du miR.  

- la configuration 7mer-m8 : l‘appariement du seed est parfait sur les 7 nucléotides et 
présente un appariement additionnel de type Watson-Crick en position 8 : A-T, G-C (la base azotée 
adénine (A) s’apparie avec la thymine (T) et la guanine (G) s’apparie avec la cytosine (C). 

- la configuration 8mer : caractérisée à la fois par la présence de l’adénine et de l’appariement 
additionnel en position 8.  
Trois autres types d’appariements ne suivent pas ces modèles canoniques (Figure 9). Le modèle 6mer 
présente un appariement de la région seed parfaite, sans autre élément de reconnaissance du site, 
conduisant ainsi à une moindre spécificité. Les types d‘appariements 3’-supplémentaires et 3’-
compensatoires se caractérisent par un appariement Watson-Crick additionnel de la région 3’ du miR 
pour renforcer l‘interaction avec la cible ou compenser un mésappariement dans la séquence 5’. 
 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 9 : Représentation des interactions miR-ARNm canoniques et non canoniques, d’après Witkos et al, 201135. 
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1.4.6.3 Mécanismes de répression des gènes par les miRs 
La plupart des études indiquent que les miRs agissent soit sur la traduction, soit sur la stabilité des 
ARNm. La traduction est dépendante du recrutement de la protéine PABP (Poly-A-Binding Protein) 
au niveau de la queue poly-A de l’ARNm, qui interagit avec les facteurs d’initiation de la traduction 
eIF4G, eIF4E et eIF4A (complexe eIF4F), recrutés au niveau de la coiffe en 5’ de l’ARNm. L‘élément 
important de l’activité de répression par les miRs va être la formation du complexe miRISC (miR et 
RISC) composé du miR mature, de la protéine Ago et de son partenaire GW182 (Figure 10). 
La fixation du complexe miRISC au niveau de la séquence 3‘ non-codante du messager permet alors 
à GW182 d‘entrer en compétition avec la queue poly-A pour induire la dissociation de la protéine 
PABCP (Figure 10). Cette perturbation se traduit par une diminution de l’efficacité de la traduction 
(recrutement des facteurs d‘initiation de la traduction) et conduit à la déstabilisation de l’ARNm par 
élimination de la coiffe et dégradation de la queue poly-A.  
L’activité de répression des gènes par les miRs peut également s’exercer par déstabilisation directe 
des ARNm. De nombreuses études indiquent que la dégradation des cibles de miRs est catalysée par 
des enzymes impliquées dans la voie de dégradation de l'ARNm de l’extrémité 3′ vers l’extrémité 5′. 
Dans cette voie, les ARNm sont d'abord déadénylés par l'action consécutive et partiellement 
redondante des complexes de déadénylation PAN2–PAN3 et CCR4–NOT (Figure 10). Les ARNm 
déadénylés sont ensuite « décoiffés » par la protéine DCP2 (decapping protein 2), ce qui nécessite 
des cofacteurs supplémentaires pour une activité complète, notamment DCP1. Enfin, les ARNm 
déadénylés et décoiffés sont dégradés de l’extrémité 5′ vers l’extrémité 3′ par la principale nucléase 
cytoplasmique Exoribonucléase 1 (XRN1)36. 
 

 
Figure 10 : Mécanismes d'action des miRs , d’après S. Jonas, 201536 
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1.4.6.4 Identification des gènes cibles des miRs 
Un miR peut avoir plusieurs ARNm cibles et un ARNm peut être ciblé par plusieurs miRs. Des logiciels 
de prédiction ont été développés afin de faciliter l’identification des cibles potentielles d’un miR en 
fonction de sa séquence de fixation. Ces logiciels comparent la séquence « seed » du miR avec les 
séquences de transcrits répertoriées dans des bases de données (par exemple RefSeq ou Ensembl). 
Les logiciels classiquement utilisés sont TargetSan, miRanda, PicTar, DIANA-microT, et rna2235. Les 
résultats se présentent sous une forme de liste d’ARNm cibles potentiels du miR d’intérêt en fonction 
d’un score de prédiction qui représente la spécificité de l’interaction miR-ARNm. Cette spécificité 
dépend de différents paramètres pris en compte par les logiciels (mésappariements identifiés, 
énergie de l’interaction, conservation entre espèces). Il est nécessaire de compléter cette approche 
bioinformatique par des approches expérimentales afin de déterminer des cibles fonctionnelles de 
miR. Une des méthodes le plus souvent utilisée est l’analyse de l’expression de la protéine d’intérêt 
en réponse à une sur-expression ou une sous-expression d’un miR synthétique. Les variations 
d’expression observées dans la protéine d’intérêt permettent alors de confirmer que l’ARNm dont 
elle est issue constitue une cible potentielle du miR étudié37. L’interaction miR-ARNm est ensuite 
confirmée in vitro par transfection de construction plasmidique portant un gène rapporteur 
(généralement la luciférase) auquel est ajoutée la région 3’ non-traduite d’un ARNm d’intérêt. L’effet 
de l’expression du miR sur l’expression de la luciférase permet de confirmer ou non l’interaction miR-
ARNm étudiée.  
Des méthodes d’immunoprécipitation des protéines Argonaute ont également été développées mais 
sont plus rarement utilisées en raison de la complexité des différentes étapes. Le séquençage des 
ARN (miR et ARNm cibles) associé aux protéines Argonaute immunoprécipitées permet d’identifier 
des interactions fonctionnelles entre les miRs et les ARNm cible38. Alternativement, le miR d’intérêt 
est biotynylé puis transfecté dans les cellules étudiées (expériences de « pulldown »). L’expression 
des ARNs totaux par microarray permet de déterminer les transcrits qui sont sous-exprimés après 
transfection. La précipitation des complexes miR biotinylé-ARN à l’aide de billes de streptavidine 
suivie d’une purification des ARN et de leur séquençage permet d’identifier les ARN cibles (Figure 
11). En lysant l’ARN avec une Rnase, seules les « Micro ARN Recognition Element » (MRE) sont isolés. 
Un recoupement des 3 méthodes et des tests de fonctionnalité permettent d’identifier les cibles du 
miR étudié39. 

 
Figure 11 : Identification des ARNm cibles des miRs par « pulldown», d'après Shen Mynn Tan et all, 201439 
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 Dérégulation des microARN dans le cancer 

1.4.7.1 Généralités 
De par leur variété et leur grand champ d’action, les microARN peuvent en théorie réguler toutes les 
caractéristiques de la cellule cancéreuse décrites par Weinberg40: prolifération soutenue, 
échappement à la destruction par le système immunitaire, immortalité, promotion de l’inflammation 
tumorale, instabilité génétique et mutation, résistance à la mort cellulaire, reprogrammation du 
métabolisme énergétique, induction de l’angiogenèse et activation de l’invasion cellulaire et de la 
transition épithélio-mésenchymateuse. En Figure 12, le schéma de Weinberg a ainsi été adapté aux 
miRs.  

 

 
Figure 12 : Implication des miRs dans le cancer, d’après Detassis et al, 201741. 

L’implication des miRs dans l’acquisition de caractères tumorigènes a été largement rapportée pour 
nombre d’entre eux. Certains miRs sous-exprimés dans le cancer sont anti-tumoraux (supresseurs de 
tumeur) tandis que des miRs surexprimés peuvent au contraire faciliter la progression du cancer 
(miRs oncogéniques).  
 

1.4.7.2 MicroARN impliqués dans la Transition Epithélio-Mesenchymateuse (EMT) 
La transition épithélio-mésenchymateuse permet à des cellules épithéliales d’acquérir des 
caractéristiques de cellules mésenchymateuses. L’EMT est déclenchée sous l’action des facteurs de 
transcription ZEB, SNAIL et TWIST qui inhibent l’expression des gènes associés aux cellules 
épithéliales comme la E-cadhérine42. L’EMT favorise la progression du cancer et la dissémination de 
métastases. Certains miRs vont inhiber les protéines qui interviennent dans le processus de l’EMT43. 
Par exemple, dans le cancer du sein (Figure 13), miR-375 inhibe SHOX2 et IGFR, deux protéines qui 
favorisent l’EMT. MiR-7 inhibe l’EMT en réprimant SETDB1, un inducteur de l’expression de 
Myc/Twist/miR-9 via le facteur de transcription STAT1. De même, miR-205 bloque l’EMT en 
réprimant ZEB1/2. Les miRs 205, 200b et 200c, inhibent respectivement Notch2B, BM1 et Suz12 et 
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inhibent ainsi la formation de cellules souches cancéreuses (CSCs). D’autre miRs, comme miR-495 et 
miR-181, vont au contraire promouvoir l’EMT et les CSCs. 

 
Figure 13 : Action des miRs sur la transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) et la formation de cellules souches cancéreuses 
d’après d’après Steven44. 

 

1.4.7.3 MicroARN et angiogenèse tumorale 
 

1.4.7.3.1 L’angiogenèse physiologique 
L’angiogenèse est le processus de formation de nouveaux vaisseaux à partir de vaisseaux pré-
existants. Elle peut être physiologique (de la croissance fœtale jusqu’à l’adulte : menstruations, 
blessure, grossesse)45 ou pathologique dans le cancer. Ce processus implique la prolifération des 
cellules endothéliales puis le recrutement de cellules péricytaires qui concourent à stabiliser le 
nouveau réseau vasculaire et à lui donner une efficacité fonctionnelle. Un acteur majeur de 
l’angiogenèse est le facteur de croissance VEGF ou Vascular Endothelial Growth Factor46. La 
prépondérance de signaux pro-angiogéniques entraîne l’activation des cellules endothéliales en 
favorisant leur prolifération et leur migration (Figure 14). Le VEGF induit l’expression du DLL4 (delta-
like ligand 4) dans la cellule de front (tip cell) du vaisseau et l’activation de la voie de signalisation 
impliquant son récepteur, Notch, dans les cellules de soutien (stalk cells). La matrice extracellulaire 
est dégradée localement et les interactions péricytes-cellules endothéliales sont affaiblies47. Les 
cellules de soutien vont alors proliférer et permettrent la croissance et la rencontre de deux 
bourgeonnements vasculaires. Les processus de vacuolisation suivis de la fusion des vacuoles 
endothéliales conduit à la formation de la lumière et permet la perfusion du nouveau vaisseau. Une 
nouvelle membrane basale est produite et le recrutement de péricytes stabilise les jonctions 
endothéliales. 
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Figure 14 : Mécanismes de l'angiogenèse, d’après L. TREPS et al., 201548 

 

 

Il existe différents types de VEGF (Figure 15). Le plus abondant est le VEGF-A49 ou VEGF dont les 
différentes isoformes sont issues de la transcription alternative d’un gène unique qui aboutit à la 
formation de quatre protéines de poids moléculaire de 121, 165, 189 et 206 kDa chez l’homme. Le 
VEGF 165 est secrété et se lie à la surface des cellules endothéliales et à la membrane extracellulaire. 
Les VEGF 189 et 206 sont séquestrés dans la matrice extracellulaire dont ils peuvent être libérés par 
des héparinases. D’autres VEGF relativement proches de la structure du VEGF-A ont été isolés : VEGF-
B, C, D et E. Les VEGF C et D sont impliqués dans la lymphangiogenèse. Il existe deux récepteurs du 
VEGF, VEGF-R1 (Flt-1) et VEGF-R2 (Flk-1/KDR). Ce sont des récepteurs à activité tyrosine kinase dont 
la partie extracellulaire lie le VEGF. Ces récepteurs sont dimérisés par des ponts disulfures. Le VEGF 
se lie à ses récepteurs sous la forme d’un homodimère. Un troisième récepteur, le VEGF-R3 (Flt-4) lie 
en particulier le VEGF-C. Le système VEGF-R3/VEGF-C joue un rôle important dans la formation des 
vaisseaux lymphatiques. Un co-récepteur du VEGF est la neuropiline-1, une protéine impliquée dans 
les interactions cellulaires et/ou moléculaires, notamment dans le guidage des axones neuronaux 
lors du développement. La co-expression de la neuropiline-1 et du récepteur VEGF-R2 augmente 
l’activité chimiotactique du VEGF 165. 
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Figure 15 : Les différents VEGF et leurs récepteurs, d’après Kerbel,200850. Le VEGF stimule la prolifération et la migration des 
cellules endothéliales via son récepteur VEGF-R2 présent sur la membrane des cellules endothéliales. Il s’en suit une cascade 
d’activation de différentes voies de signalisation (voies AKT-PI3Kinase, MAP-kinase p38, MAP-Kinase Erk) impliquées dans la 
prolifération et la migration des cellules endothéliales, ainsi que dans l’augmentation de la perméabilité vasculaire (perte des jonctions 
entre les cellules endothéliales) ; AKT (Protein kinase B), PI3K (phosphoinositide 3-kinase), MAP-kinase(Mitogen-activated protein 
kinases) ; ERK(Extracellular Signal Regulated Kinase). 

1.4.7.3.2 L’angiogenèse tumorale 
L’importance de l’angiogenèse tumorale a été évoquée dès les années 70 par les travaux pionniers 
de Judah Folkman, qui a postulé que la croissance d’une tumeur au-delà de quelques mm3 nécessite 
la mise en place préalable de sa vascularisation51. Une tumeur peut rester à l’état de dormance 
pendant plusieurs années, un équilibre se créant entre facteurs anti-angiogènes et pro-angiogènes. 
Cet équilibre va être rompu en faveur des facteurs pro-angiogènes par un « switch » angiogénique 
déclenché par l’hypoxie qui survient au sein de la tumeur, un stress métabolique ou encore une 
réponse inflammatoire. Le VEGF, produit par les cellules tumorales, stimule la prolifération et la 
migration des cellules endothéliales et induit la formation de nouveaux vaisseaux en direction de la 
tumeur (Figure 16). D’autres facteurs de croissance pro-angiogéniques, tels le Platelet Derived 
Growth Factor (PDGF), le basic Fibroblast Growth Factor (bFGF), ainsi que les angiopoiétines 1 et 2 
participent à la mise en place de la vascularisation tumorale via leurs récepteurs spécifiques (Figure 
16).  
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Figure 16 : Les étapes clés de l’angiogenèse tumorale, d’après J. Folkman 200752. 

1.4.7.3.3 MicroARN pro-et anti-angiogéniques. 
Tous les miRs qui ciblent les facteurs de croissance impliqués dans l’angiogenèse ou des molécules 
impliquées dans les voies de signalisation de ces facteurs ont une activité potentielle sur 
l’angiogenèse52. L’expression de certains miRs est induite après stimulation des cellules avec un 
facteur de croissance53. Par exemple, miR-132 est induit par le bFGF et le VEGF54. Il favorise 
l’angiogenèse en ciblant p120RasGAP (Ras GTPase activating protein), une protéine impliquée dans 
l’inhibition de la voie de signalisation des MAP-Kinases activée par le VEGF. 
Les miRs du cluster miR-17-92 (miR-17-5p, miR-17-3p, miR-18a, miR-19a, miR19b, miR-20a et miR-
92a) sont présents en faible quantité dans l’endothélium quiescent. Le VEGF induit la transcription 
de ces miRs, qui sont nécessaires à la prolifération et au bourgeonnement55 des cellules 
endothéliales. Dans ces mêmes cellules, l’hypoxie stimule d’une part l’Ephrine A3, une protéine 
transmembranaire impliquée dans la communication cellule-cellule et d’autre part, miR-210 qui 
exerce un rétrocontrôle négatif sur la synthèse de l’Ephrine A3 en inhibant son expression56. 
 
Tableau 1 : Exemples de miRs impliqués dans le contrôle de l’angiogenèse 

miRs Gènes cibles Angiogenèse Références 
miR-126 SPRED1-VCAM-1-PI3KR2 activation 57 
miR-27b VEGF-C inhibition 58 
miR-132 SPRED1 activation 56 
miR-210 Ephrin A3, PTP1b activation 56 
miR-329 MEF2A inhibition 56 
Cluster miR-17-92   activation 55 
miR-100 mTOR inhibition 56 
miR-205c Zeb1 inhibition 60 

SPRED1: Sprouty Related EVH1 Domain Containing 1; VCAM: vascular cell adhesion molecule 1; PI3KR2: Phosphoinositide-3-kinase 
Regulatory Subunit 2; PTB1b: Protein Tyrosin Phosphatase 1b; MEF2A: Myocyte Enhancer Factor 2a; Zeb1: Zinc finger E-box-binding 
homeobox 1. 
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Dans le Tableau 1 sont décrits des miRs connus pour leur activité sur l’angiogenèse. Certains de ces 
miRs ont pour cibles des protéines de voie de signalisation61. Ainsi, miR-126 est l’un des miRs les plus 
exprimés au niveau des cellules endothéliales. L’inhibition de miR-126 chez la souris montre une 
désorganisation des vaisseaux sanguins à l’origine d’hémorragies embryonnaires. Ses deux cibles 
sont SPRED1 et PI3KR2. SPRED1, un inhibiteur de la voie RAS-MAPK 62 et PI3KR257, une sous-unité 
régulatrice de PI3K dans la voie PI3K-AKT-mTOR63, régulent négativement ces voies de signalisation. 
Leur inhibition par miR-126 active l’angiogenèse. En ciblant mTOR (mammalian target of rapamycin) 
dans la voie de signalisation PI3K-AKT-mTOR, miR-100 diminue la tubulogenèse et le 
bourgeonnement64,56. Certains miRs comme miR-205c, sont induits sous l’action des ROS (Reactive 
Oxygen Species)60 et sont des inhibiteurs de l’angiogenèse. Le nombre important de miRs rapportés 
comme impliqués dans l’angiogenèse suggèrent qu’ils ont un rôle déterminant dans ce processus. 

 MicroARN étudiés dans le carcinome corticosurrénalien 
Notre équipe a montré que l’expression de nombreux miRs est dérégulée dans le CCS65. Des études 
réalisées par le réseau national COMETE (Cortico-Médullo-Tumeurs Endocrines) et le réseau 
européen ENSAT (European Network for the Study of Adrenal Tumors) ont confirmé ces résultats sur 
des cohortes de patients plus larges65,10. Ces travaux ont par exemple montré que miR-483-5p et miR-
483-3p sont surexprimés dans le CCS comparé aux tumeurs bénignes (adénomes ou ACS) alors que 
miR-195, miR-497, et miR-335 sont sous-exprimés. D’autre part, ces miRs sont associés à un mauvais 
pronostic des patients66. Notre équipe a également montré que la dérégulation de certains miRs 
tumoraux et circulants est associée à l’agressivité du CCS. Parmi ces miRs, miR-483-5p et miR-139-
5p, ont été particulièrement étudiés67. De plus, nous avons observé que miR-483-5p est un 
biomarqueur prédictif de la récidive des patients après chirurgie68. Nous nous sommes 
particulièrement concentrés sur l’étude de ces deux miRs. Leur séquence est décrite dans miRBase 
(https://www.mirbase.org), une base qui archive les séquences et les annotations de miRs (Figure 
17). MiR-483-5p, miR-483-3p et miR-139-5p sont des miRs introniques. La séquence codant pour miR-
483-5p/3p est localisée dans le deuxième intron du gène IGF2 et celle codant pour miR-139-5p est 
située dans le deuxième intron de la phosphodiestérase 2A (PDE2A). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 17 : Localisation et séquences de miR-483-5p/3p et miR-5p selon miRbase. P : Promoteur ; ATG : codon d’initiation de la 
traduction, E1, E2, E3, E4 : Exons 1,2,3,4 
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1.4.8.1 Relations gène hôte et miR-483 ou miR-139  
Les miRs intragéniques, intégrés dans les introns ou les exons de gènes sur le même brin, sont co-
régulés avec leurs gènes hôtes par l’ARN polymérase II (Pol II) 70 tandis que les miRs intergéniques, 
situés entre les gènes, seraient transcrits à partir de leurs propres promoteurs par Pol II ou Pol III. 
Des études récentes ont cependant révélé que les miRs intragéniques, même les miARN introniques, 
ne sont pas toujours co-transcrits avec leurs gènes hôtes69,70. Il a été découvert que certains miRs 
introniques interagissent avec leurs gènes hôtes pour affecter leur stabilité71. Plus important encore, 
des études bioinformatiques ont prédit qu'environ 20 % des miARN introniques ciblent les transcrits 
de l'ARNm de l'hôte dans une boucle de rétroaction71,72.  
L’IGF2 dispose de promoteurs P0 et P1 chez l’adulte. Des promoteurs P2, P3 et P4 additionnels sont 
présents chez le fœtus (Figure 18). Les promoteurs P2, P3 et P4 persistent dans certaines tumeurs 
comme celle de Wilm’s, une tumeur du rein chez l’enfant, et certains sarcomes.  
Chez le fœtus et pour les cellules de sarcome humain MHH-ES-1 où les promoteurs P2, P3 et P4 co-
existent, miR-483-5p active la transcription de IGF2 par l’intermédiaire de ces promoteurs et 
augmente sa concentration73. L’induction expérimentale de miR-483-5p confirme la corrélation entre 
la taille de la tumeur et la concentration en miR-483-5p et en IGF273: En effet, les cellules MHH-ES-1 
transduites avec un lentivirus exprimant miR-483-5p et implantées chez des souris 
immunodéficientes donnent des tumeurs plus volumineuses, avec une corrélation entre la taille de 
la tumeur et la concentration en miR-483-5p et en IGF2. 
 

Figure 18 :  Le gène IGF2 foetal et ses promoteurs. MiR-483 est localisé dans un intron de IGF2. Les flèches indiquent les sites 
d’initiation de la transcription des promoteurs P0 à P4. Les rectangles gris indiquent les promoteurs spécifiques en 5’UTR et la région 
3’UTR. Les rectangles noirs indiquent les régions codantes, les exons sont numérotés71. La séquence de miR-483-5p est en bleu et celle 
de miR-483-5p est en rouge. 

Dans le cancer colorectal (CRC), IGF2 est surexprimé dans la tumeur par rapport au tissu sain 
adjacent. D’autre part, il y a une corrélation positive entre miR-483-5p, miR-483-3p et IGF2 dans les 
tissus sains et les tissus tumoraux. Ces résultats suggèrent que pour ce cancer, IGF2 et les 2 miRs sont 
transcrits en même temps74. Cependant, certaines études ont rapporté que miR-483-5p est exprimé 
de manière indépendante de son gène hôte IGF275 dans les cellules Hela en condition d’hypothermie 
modérée. Nous avons par ailleurs mis en évidence l’augmentation de miR-139-5p dans lesCarcinomes 
Corticosurrénaliens (CCS). De façon intéressante, l’expression de son gène hôte PDE2A est 
augmentée dans le CCS76. Cependant, la co-régulation potentielle de PDE2A et de miR-139 n’a pas 
été étudiée à ce jour. 
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 Les vésicules extracellulaires 

 Historique 
 
En 1967, des particules riches en phospholipides provenant des plaquettes et présentant des 
propriétés anticoagulantes ont été isolées après ultra-centrifugation de plasma par Peter Wolf. Ces 
particules ont été observées au microscope électronique77. Deux ans plus tard, des vésicules 
provenant de matrice osseuse ont été isolées par H. Anderson78 .  
En 1984, la microscopie électronique a permis de visualiser des endosomes multivésiculaires (MVEs) : 
des réticulocytes de rat ont été incubés avec de la transferrine marquée à l’or (Au-Tf). Des MVE, 
composés de vésicules contenant de l’Au-Tf ont été observés. De plus, ce marquage a permis de 
visualiser des MVEs qui déversent par exocytose leur contenu, à savoir des vésicules marquées à l’or 
(Au-Tf)79. Cela montre par ailleurs que la transferrine a été incorporée dans ces vésicules.  
En 1996, Rapso G. montre que des cellules lymphoblastoïdes B contiennent un compartiment 
endocytique riche en Complexe Majeur d’Histocompatibilité de classe II (Major Histocompatibility 
Complex Class II ou MHCII). Ce compartiment abrite des vésicules dont la membrane est également 
riche en MHCII. Lorsque le compartiment endocytique fusionne avec la membrane plasmique, il 
libère ces vésicules qui sont appelées exosomes. Ces derniers présentent à leur surface des molécules 
du MHCII sous forme compacte car liées à des anticorps. Ces exosomes peuvent alors déclencher une 
activation des Lymphocytes T80. 
En 2007, de l’ARN et des microARN ont été détectés dans les exosomes de cellules murines de 
mastocytes MC/9. L’analyse de leur contenu en ARN à l’aide de puces « microarrays » a permis 
d’identifier 1300 ARNm et 121 microARN81. Les ARNm isolés sont fonctionnels pour la production de 
protéines. Un transfert de ces exosomes entre cellules donneuses et cellules receveuses suggère un 
nouveau mécanisme de communication cellulaire81 Les exosomes ont été détectés dans divers fluides 
biologiques comme le sang, le plasma, la salive, les fluides issus de lavage nasal et bronchial, les 
urines, le sperme, et le lait82. 
 

 Types de vésicules extracellulaires 
 
Il existe 3 types de vésicules extracellulaires chez les eucaryotes: les corps apoptotiques, les 
microvésicules et les exosomes. Les tailles de ces 3 types de vésicules sont très hétérogènes et leur 
biogenèse diffère. 

1.5.2.1 Les corps apoptotiques 
 Taille 

Ils sont de taille hétérogène avec un diamètre supérieur à 5µm ou compris entre 1 et 5 µm83. 
 Origine  

Les corps apoptotiques (apoptotics bodies) sont issus de l’apoptose, un processus physiologique qui 
assure l’homéostasie cellulaire (Figure 19). 

 Composition 
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Ils contiennent des molécules qui peuvent être réutilisées par d’autres cellules. Ces corps 
apoptotiques peuvent contenir de l’ADN, de l’ARN et des miRs.  

 Rôle et utilisation thérapeutique 
Les corps apoptotiques permettent d’éliminer les fragments de cellules mortes. Leur élimination 
rapide évite les réponses auto-immunes83. Des applications thérapeutiques des corps apoptotiques 
sont en développement. Par exemple, chez des souris souffrant d’athérosclérose, des corps 
apoptotiques contenant miR-126 induisent la production de CXCL12 dans les cellules luminales 
aortiques et permettent ainsi de réparer les parois avec un recrutement de progéniteurs 
endothéliaux. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 19 : Les corps apoptotiques, adapté de X. Xuebo, 2019  

1.5.2.2 Les microvésicules 
 Taille 

Elles ont un diamètre de 50 à 500nm, voire 1 µm. 
 Biogenèse 

Les microvésicules sont formées par bourgeonnement de la membrane plasmique vers le milieu 
extracellulaire (Figure 20). Les protéines transmembranaires de la membrane cytoplasmique vont 
également se retrouver au niveau de la membrane des microvésicules. 
La composition en protéines des microvésicules dépend également de leur cellule d’origine84. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 20 : Biogenèse des microvésicules par bourgeonnement 

Dans un premier temps, les lipides et les protéines membranaires sont regroupées et forment des 
micro-domaines membranaires. Cette biogenèse est sous la dépendance de modifications au niveau 
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de la membrane plasmique qui affectent sa teneur en protéines, lipides et Ca2+. Elle implique 
l’intervention d’enzymes comme les aminolipides translocases et les scramblases. Une déficience en 
LIM kinase (LIMK) dans la voie de signalisation Rho/ROCK empêche la synthèse des microvésicules 
dans les cellules cancéreuses du sein MDA-MB-23185. Le mécanisme d’incorporation d’ARN et de 
miRs dans les microvésicules n’est pas encore connu.  
Dans un deuxième temps, la microvésicule se détache de la membrane plasmique. Ce mécanisme 
dépend de la présence d’ATP au niveau du complexe actine-myosine qui permet la contraction des 
filaments d’actine. Pour les cellules cancéreuses, le détachement des microvésicules se fait par 
l’action des enzymes ADP Ribosylation Factor 1/2 (ARF1/ARF2), qui phosphorylent la myosine et 
permettent à la microvésicule de se détacher84. 
 

1.5.2.3 Les exosomes  

 Taille 
Les exosomes sont des nanovésicules de 30 à 150 nm de diamètre. 

 Biogenèse 
La biogenèse des exosomes débute par une invagination du cytoplasme pour la formation d’un 
endosome précoce (Figure 21). Cet endosome donne naissance à des corps multivésiculaires 
(multivesicular bodies ou MVB) qui se transforment en MVB tardifs (late MVB). 
 

 

Figure 21 : Biogenèse des exosomes, adapté de J.Kowal,2014, 86 

 

ESCRT +/- 
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Les « late MVB » peuvent être détruits par fusion avec les lysosomes ou devenir matures et être alors 
transportés à l’aide de protéines appelées RAB (RAB11, RAB27, RAB35) jusqu’à la membrane 
plasmique. Celles-ci permettent également le déversement de leur contenu, c’est à dire des 
exosomes, dans le milieu extracellulaire. Les protéines SNAREs sont probablement aussi impliquées 
dans la fusion des MVB avec la membrane plasmique. 
 
La synthèse des exosomes est réalisée par deux voies différentes :  
- soit par  la machinerie multimoléculaire appelée Endosomal Sorting Complex Required for Transport 
(ESCRT), composée de 4 sous-unités (ESCRT-0, I, II, III) et sous la dépendance de la GTPase RAS : 
ESCRT-0 et I s’associent dans la membrane endosomale et recrute ESCRT-III. Ce nouveau complexe 
s’associe à ESCRT-II qui va permettre le relargage des exosomes dans le milieu extracellulaire. La 
protéine "Apoptosis Link Gene 2 Interacting Protein X" (ALIX) joue un rôle dans la voie ESCRT87 en 
recrutant les protéines du complexe ESCRTIII et permet la formation des vésicules intraluminales 
(ILV)88. 
- soit sans ESCRT : les sphingolipides sont convertis en céramide sous l’action de shingomyélinases. 
Les céramides résultants forment de grands microdomaines induisant le bourgeonnement et la 
formation d'ILVs dans les MVB89.  
Les deux voies de synthèse des exosomes sont décrites dans la Figure 22. 

 

  

Figure 22 : Synthèse des exosomes avec ou sans ESCRT, d’après M.Catalano, 201987. La voie ESCRT serait dépendante des GTPases 
RAS. La voie indépendante de ESCRT est la voie des sphingomyélinases neutres (nSMase), appartenant à la famille des enzymes 
capables de convertir la sphingomyéline, présente dans les radeaux lipidiques, en céramide. 
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 Molécules communes ou spécifiques des exosomes et des microvésicules 

Même si leur biogenèse est différente, les microvésicules et les exosomes partagent des molécules 
communes. La structure d’un exosome est détaillée en Figure 23. 

 Les Tétraspanines 
Ce sont des molécules transmembranaires qui sont présentes à la surface des exosomes et des 
microvésicules. Elles sont associées à du cholestérol et des gangliosides. Elles forment des 
« tetraspanin-enriched microdomains » ou TME. CD9, CD8190 ont été à la fois identifiées dans les 
microvésicules et les exosomes84. Elles ont un rôle dans l’incorporation des molécules dans la voie 
sans ESCRT, mais CD63 particulièrement présent à la surface des exosomes, a aussi un rôle dans 
l’incorporation de l’apolipoprotéine E dans les 2 voies de biogenèse des exosomes dans les 
mélanocytes84. CD63 a également été trouvé dans les microvésicules90. 

 Molécules de transduction du signal 
Des proteines kinases, la β-caténine, les protéines 14-3-3, des protéines G et plusieurs protéines de 
voies de signalisation ont été identifiées dans les exosomes et les microvésicules84  

 Molécules d’adhérence cellulaire 
La lactadhérine et les protéines ICAM sont retrouvées uniquement dans les exosomes mais les 
intégrines sont présentes dans les 2 types de vésicules extracellulaires (EV). 

 Argonaute 2 (Ago2) 
Argonaute 2 est associée à Dicer dans les exosomes de cellules de cancer du sein humaines MDA-
MB-231 mais n’est pas détectable ceux des cellules MCF-10A (cellules mammaires saines)91. 
L’activation constitutive de KRAS (Kirsten Rat Sarcoma Virus) dans les cellules tumorales inhibe la 
localisation de Ago2 dans les MVB et diminue sa sécrétion dans les exosomes.92 

 Molécules du trafic intracellulaire 
Les molécules RAB, comme Rab2793 sont des GTPases qui permettent l’exocytose des exosomes dans 
le milieu extracellulaire. Les annexines, comme l’annexine II sont capables de fixer les membranes de 
manière dépendante du calcium via les phospholipides anioniques. L’annexine II est très abondante 
dans les exosomes et elle promeut l’angiogenèse94. 

 Les molécules nécessaires au complexe ESCRT 
Les protéines ALIX et Tumour Susceptibility Gene 101 (TSG-101) sont présentes dans les exosomes et 
les microvésicules. ALIX, associée à ESCRT III, permet la formation des ILV. TSG-101 est associée au 
complexe ESCRT I, qui permet le recrutement de ESCRT III90. 

 Les lipides 
La membrane des exosomes est une double couche phospholipidique enrichie en certains lipides 
comme les céramides, le cholestérol, la phosphatidylsérine, et les sphingomyélines95.  
La phosphatidylsérine, la phosphatidylethanolamine et les sphingolipides sont aussi des constituants 
des microvésicules.  
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 Les molécules chaperones  
Les « Heat Shock Protein » HSP90 et HSP70 se trouvent dans les 2 types d’EV84. Les HSP sont des 
protéines chaperones induites par différentes formes de stress. Elles assurent le bon repliement et 
l’activation des protéines intracellulaires. Elles sont impliquées dans la régulation de l’apoptose, la 
formation de métastases, l’angiogenèse, la réponse immunitaire et la résistance au traitement96. 

 Les acides nucléiques 
Les microARN, d’autres ARNs non-codants comme les ARNs longs et les ARNs circulaires, de l’ARNm 
et des histones se trouvent dans les 2 types de vésicules. Certains microARN exosomaux peuvent 
réguler le système immunitaire92. 
 
 

 
Figure 23 : Composition des exosomes, d’après Dai, 2020 97. Les exosomes sont constitués d’une bicouche lipidique. Les 
tétrasapanines Tspan8, CD9, CD63, CD81 sont transmembranaires. Certaines protéines comme la Rab-GTPAse sont impliquées dans 
l’exocytose des exosomes. Les intégrines à la surface des exosomes, permettent leur internalisation dans une cellule réceptrice. ALIX 
et TSG101 contribuent à la formation des exosomes. L’incorporation de protéines du cytosquelette comme l’actine et la myosine 
suggère qu’elles ont un rôle dans la formation des exosomes et/ou dans la fonction de signalisation de ces vésicules. Hsp90 
contribuerait à la fusion des MVBs et de la membrane plasmique. Son rôle pro-tumoral est clairement démontré. Les protéines et 
acides nucléiques présents peuvent être spécifiques à la cellule productrice97. 

  
 
 

 L’incorporation de microARN dans les exosomes 
 
L’incorporation sélective de certains miRs cellulaires dans les exosomes peut être effectuée par une 
protéine appelée « Heterogeneous Nuclear Ribonucleoprotein »  ou HNRNPA2/B198, une protéine de 
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liaison à l’ARN. La sumoylation de HNRNPA2/B1 contrôle sa liaison avec certains miRs au niveau d’une 
séquence de nucléotides spécifique GGAG. De façon intéressante, miR-483-5p contient 2 fois cette 
séquence99. D’autre part, HNRPA2/B1 effectue la sélection de miR-483-5p, mais HNRNPA1 est encore 
plus efficace dans ce processus. Une étude combinant des microarrays, la mise en évidence de la co-
localisation de HNRNPA1 et de miR-483-5p ainsi que l’immunoprécipitation de l’ARN confirme cette 
sélection100. Une autre protéine nécessaire à l’incorporation de miR-223 dans les exosomes de 
cellules HEK a été isolée: la Y BOX protein I (YBX-1)101. Cette sélection de miRs existerait aussi pour 
les microvésicules. La Figure 24 illustre quelques molécules qui participent à la sélection des miRs 
dans les EV102. 
 

 

Figure 24 : Sélection des miRs dans les EV, d’après M. Groot, 2020. Les protéines « Heterogeneous Nuclear 
Ribonucleoproteins » (hnRNPs) se lient aux microARN sur des séquences spécifiques (GGAG) présentes par exemple dans miR-198 qui 
est reconnu par hnRNPA2/B1.  La « Synaptotagmin-binding cytoplasmic RNA-interaction protein » (SYNCRIP), une autre hnRNP, se lie 
aux miRs qui possèdent une séquence GGCU comme miR-3470a. Dans le complexe RISC, Argonaute 2 est associée aux miRs et les 
stabilise. Y-Box Binding Protein 1 (YBX-1) est une autre protéine possèdant un site de liaison avec l’ARN. « Mex-3 RNA Binding Family 
Member C » (MEX3C) se lie avec Argonaute et pourrait participer à la sélection des miRs dans les exosomes. Major vault protein (MVP) 
est une ribonucléoprotéine qui peut également être impliquée dans la sélection des miRs. « La protein » est une protéine de liaison à 
l’ARN qui interagit avec miR-122. La Caveolin-1 (Cav-1), localisée dans les cavéoles, guide l’export du complexe hnRNPA2/B1-miR dans 
les microvésicules. La « Neural Sphingomyelinase 2 » (nSMase2) est une enzyme impliquée dans la synthèse des sphingolipides dont 
les céramides. La « Vacuolar Protein Sorting-Associated Protein 4 » (VSP4A) est impliquée dans le trafic endosomal102. 
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 Interaction des vésicules extracellulaires avec des cellules receveuses 

 Internalisation des vésicules extracellulaires 
 
Certains exosomes contenus dans le sang sont internalisés par les cellules dendritiques. Ils sont une 
source d’antigènes présentés par le CMH de classe I. Les cellules dendritiques activent alors les 
lymphocytes T CD879. Pour expliquer cette internalisation, l’hypothèse proposée est l’interaction des 
intégrines des vésicules extracellulaires avec les molécules ICAM (InterCellular Adhesion Molecules) 
à la surface des cellules receveuses84 . 
 
La fibronectine possède des sites de liaison avec les intégrines103. Des interactions des intégrines avec 
les protéines de la matrice extracellulaire comme la fibronectine ou la laminine ont été mises en 
évidence. La composition en intégrines de la surface des exosomes déterminerait l’organe cible de 
ces exosomes. Ainsi, des variants 4173, 4175 et 4180 de cellules cancéreuses du sein MDA-MB-231, 
expriment à la surface de leurs exosomes l’intégrine α6β4. Ces variants ont un tropisme pour le 
poumon, et l’intégrine α6β4, permet l’adhérence de ces exosomes au niveau du poumon. Ceux-ci 
vont alors préparer des niches pré-métastasiques pour les cellules tumorales circulantes qui vont 
pouvoir former une métastase organe-dépendante104 et se multiplier dans l’organe cible. 
Certaines tétraspanines qui se trouvent au niveau de la membrane des exosomes peuvent également 
déterminer la nature des cellules réceptrices : la tétraspanine 8 (Tspan8) s’associe de manière 
préférentielle aux chaînes 4 de l’intégrine.  
Ainsi, les exosomes exprimant le complexe Tspan8/sous-unité 4 de l’intégrine sont facilement 
internalisés par les cellules endothéliales et pancréatiques. Le ligand de ces cellules réceptrices qui 
se lie à ce complexe est CD5490. Les lipides peuvent aussi avoir un rôle dans l’incorporation des 
exosomes : ainsi, la phosphatidylsérine peut se lier avec la galectine 5 à la surface des exosomes pour 
permettre l’internalisation des vésicules dans la cellule hôte84. 
 

 Devenir des vésicules extracellulaires après contact avec les cellules receveuses 

1.7.2.1 Les exosomes incorporés au niveau de la membrane plasmique 
 
La membrane exosomale peut directement fusionner avec la membrane plasmique de la cellule 
receveuse. Les molécules exosomales solubles se retrouvent dans le cytoplasme de celle-ci. Les 
molécules exosomales membranaires sont incorporées dans la membrane plasmique ou dans les 
membranes endosomales de la cellule cible. Par exemple, les lymphocytes B secrètent des exosomes 
présentant à leur surface des molécules du CMH de classe II complexées à des tétraspanines comme 
CD63 et capables de se lier aux cellules dendritiques. Les cellules dendritiques peuvent intégrer ces 
exosomes dans la membrane plasmique et présenter ces antigènes aux lymphocytes T105.  
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1.7.2.2 Endocytose des exosomes 
 
Plusieurs études ont observé l’endocytose des exosomes selon des mécanismes moléculaires 
différents. Par exemple, Tian et collaborateurs ont montré que l’endocytose des exosomes de cellules 
cancéreuses de la médullo-surrénale (PC-12), met en jeu la macropinocytose et une endocytose 
dépendante de la clathrine84. En revanche, les exosomes de glioblastome (U87) seraient endocytés 
par un mécanisme indépendant de la clathrine mais dépendant des radeaux lipidiques103. Les 
exosomes peuvent être également endocytés par des cellules qui ont la capacité de phagocytose 
comme les macrophages (RAW 264.7), de manière beaucoup plus efficace que dans d’autres types 
cellulaires, comme les fibroblastes de souris (NIH 3T3). La micropinocytose peut également être un 
moyen non spécifique pour l’internalisation des exosomes84.  
 
Les exosomes peuvent alors rejoindre les Multivesicular Bodies (MVB) puis être dégradés par des 
lysosomes : la colocalisation entre lysosome et exosome a pu être observée à l’aide de la microscopie 
confocale spinning disk106. Cependant, la destruction du contenu de ces exosomes n’est pas 
systématique. Le miR-224-5p, provenant des fibroblastes associés au cancer (CAF) et internalisé par 
des cellules de carcinome du rein à cellules claires (ccRCC), augmente les capacités tumorigéniques 
de ces cellules107, ce qui suggère que ce miR est fonctionnel dans les cellules réceptrices. Cependant, 
les mécanismes mis en jeu pour la conservation des ARNm ou des miRs des exosomes provenant de 
cellules donneuses n’est pas encore connu. 
 

 Exosomes et communication cellulaire  

1.7.3.1 Généralités 
 
Les exosomes jouent un rôle important dans la communication entre les cellules au niveau local ou 
entre divers organes. Ils sont en effet associés à de nombreuses situations physiologiques comme la 
réponse immunitaire et la grossesse, mais aussi à de nombreuses maladies comme les maladies 
cardio-vasculaires, les maladies du système nerveux central ou le cancer108. Leur apport en ARNm, 
miRs, ARN longs non-codant et protéines peuvent modifier le devenir de la cellule réceptrice. Ils 
peuvent modifier la signalisation cellulaire108. 
 

1.7.3.2 Régulation de la biosynthèse des exosomes  
 
L’ajout d’exosomes provenant de cellules normales du sein HMEC B42 à ces mêmes cellules ou à des 
cellules cancéreuses dérivant de ces cellules normales (B42 clone 16) entraîne une diminution de la 
production d’exosomes dans le milieu de culture. Ce « feed-back » négatif de synthèse des exosomes 
semble être sous la dépendance d’un processus intracellulaire non identifié109.   
La sécrétion d’exosomes est stimulée par différentes conditions physiologiques ou pathologiques. 
Elle serait induite par le calcium intracellulaire qui régule la fusion des MVE à la membrane plasmique, 
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conduisant à la sécrétion des exosomes110. Les ionophores du calcium, qui augmentent la 
concentration intracellulaire ont par exemple été utilisés pour stimuler la sécrétion des exosomes 
dans différents types cellulaires dont les cellules K562 (lignée d’érythroleucémie)110 ou de cellules 
dendritiques111. Le pH du milieu extracellulaire jouerait également un rôle dans la sécrétion des 
exosomes. Une augmentation de la sécrétion des exosomes de mélanome métastatique à pH acide 
(pH 6,0) par rapport à un pH physiologique a été rapportée112. L’hypoxie tumorale, qui induit un 
microenvironnement acide, a été décrite comme un puissant inducteur de la sécrétion 
d’exosomes113. 

1.7.3.3 Exosomes et progression tumorale 
 

1.7.3.3.1 Modifications du contenu des exosomes dans les cellules cancéreuses (microARN et 
protéines) 

Des microvésicules extraites à partir de plasma de patients atteints de carcinome et d’adénomes 
corticosurrénaliens ont permis de mettre en évidence la surexpression de 2 microARN : hsa-miR-483-
5p et hsa-miR-100. Seul miR-483-5p a permis de différencier les CCS des ACA65. Les exosomes de 
cellules de mélanome A375 surexpriment miR-7a, miR-182, miR-221, miR-222, miR-31, miR-19b-2, 
miR-20b, miR-92a-2, miR-21, miR-15b, miR-210, miR-30b, miR-30d, et miR-532-5p par rapport aux 
cellules de mélanocytes normaux HEMa-LP. Des corrélations étroites entre le profil des ARNm des 
exosomes et celui de leurs cellules parentales ont été observées. Cette corrélation est beaucoup 
moins importante entre le profil des miRs des exosomes et celui des cellules parentales114. Cela est 
en faveur de l’hypothèse d’un tri sélectif des miRs contenus dans les exosomes. D’autre part, la 
distribution de certaines protéines est modifiée dans les exosomes de mélanome comparés aux 
exosomes de mélanocytes. Par exemple, la « Tyrosinase-Related Protein 1 » (TYRP1), molécule 
impliquée dans la synthèse de mélanine, est surexprimée dans les exosomes de mélanome tandis 
que la « Hyaluronan And Proteoglycan Link Protein 1 » (HAPLN1) est sous-exprimée dans ces 
exosomes par rapport aux exosomes de cellules normales.  
 

1.7.3.3.2 Conséquence de la dérégulation en microARN et en protéines dans les exosomes 

 Les miRs exosomaux peuvent modifier la prolifération cellulaire des cellules cibles115. 
Dans le cancer du côlon, TGF-β1 inhibe la prolifération cellulaire dans les stades précoces mais au 
contraire, induit la prolifération dans les stades plus avancés de ce cancer. Les exosomes provenant 
de milieu de culture de cellules de cancer du côlon HCT-116 traitées avec du TGF-β1 se caractérisent 
par la surexpression de 63 micro-ARNs par rapport à des exosomes de cellules non traitées (technique 
de séquençage à haut débit ou RNA-Sequencing). Le miR le plus surexprimé dans ces conditions est 
miR-200b-3p. Afin de définir l’implication du miR-200b-3p exosomal sur la prolifération cellulaire, 
son expression a été abolie par la technologie CRISPR-Cas9 dans les cellules HCT-116 afin de produire 
des exosomes déplétés en miR-200b-3p après stimulation par le TGF-β1. L’ajout d’exosomes déplétés 
en miR-200b-3p aux HCT-116 diminue la prolifération de celles-ci comparées aux mêmes cellules 
ayant reçu des exosomes contenant miR-200b-3p. Cette expérience suggère le rôle pro-prolifératif 
de miR-200b-3p des exosomes de cellules HCT-116. Les cibles de miR-200b-3p ont été recherchées 
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grâce au logiciel TargetScan. Deux gènes cibles potentiels impliqués dans la prolifération cellulaire, 
P27 et RND3 (Rho family GTPase 3), ont été mis en évidence. P27 contrôle la progression dans le cycle 
cellulaire en inactivant les complexes cycline-CDK (cyclin-dependent kinase) et RND3 est un membre 
de la famille des Rho GTPases impliqué dans l’organisation du cytosquelette d’actine. Des 
expériences de gène rapporteur luciférase fusionné à la région 3’UTR des ARNm ont permis de 
confirmer que les exosomes contenant miR-200b-3p ciblent P27 et RND3. 

 Les exosomes peuvent augmenter les capacités invasives.  
Les exosomes de mélanome mis en contact avec des cellules de mélanocytes normaux augmentent 
les capacités invasives de ces derniers114. 

 Les exosomes favorisent les métastases. 
Le miR-25-3p des exosomes dérivés de cancer colorectal augmente la perméabilité des cellules 
endothéliales en ciblant Krüppel-like factor 2 (KLF2) et Krüppel-like factor 4 (KLF4) et favorise la mise 
en place d’une niche pré-métastasique116. 

 Les exosomes peuvent activer l’angiogenèse. 
-Par l’intermédiaire de la tétraspanine 8 

Les exosomes des cellules de la lignée pancréatique cancéreuse Bsp73AS surexprimant la 
tétraspanine 8 (AS-tspan 8) mis en contact avec des cellules endothéliales sont internalisés par celles-
ci et induisent la synthèse de VEGF117. Ces cellules endothéliales ont une prolifération, une migration 
et un bourgeonnement accélérés par rapport aux cellules traitées avec des exosomes de cellules 
contrôles ne surexprimant pas tspan 8.  

-Par l’intermédiaire des miRs 
Le miR-1246 est dimininué chez les patients atteints de cancer du côlon, mais il est abondant dans 
les microvésicules provenant de plasma de souris greffées avec des tissus issus de tumeurs du colon 
(Patient-Derived Xenografts ou PDX)118. Ce miR est également plus abondant dans les microvésicules 
issues de 3 lignées parentales d’adénocarcinome du colon : WIDr, DLD1 ET SW480. D’autre part, 
l’ajout d’exosomes de cellules DLD1 à des cellules HUVEC (Human Umbilical Vein Endothelial Cells) 
entraîne une augmentation intracellulaire de miR-1246 dans celles-ci (1,5 fois)118. Pour déterminer 
l’effet spécifique de ce miR, des exosomes dérivés de cellules DLD1 transfectées avec un antagomiR-
1246 ou un antagomiR contrôle ont été préparés. La tubulogenèse et la migration des cellules HUVEC 
ont été diminuées en présence des exosomes déplétés en miR-1246 comparés aux exosomes 
contrôles de cellules DLD1. MiR-1246 a pour cible l’ARNm codant pour PML (promyelocytic leukemia 
protein), une protéine qui inhibe la migration et l’organisation des cellules endothéliales en pseudo-
tube118. 
 
Ainsi, les exosomes émergent comme des acteurs importants dans la communication cellulaire au 
sein de la tumeur et aussi à distance, notamment pour favoriser la néo-angiogénèse tumorale et le 
développement de métastase119. Le carcinome corticosurrénalien étant une tumeur très 
vascularisée120, ce processus pourrait être impliqué lors de la dissémination métastatique120 de ce 
cancer. 
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 Rôle des microARN et des exosomes dans le diagnostic et la thérapie  

 Les microARN biomarqueurs en cancérologie. 
 
Les techniques de microarrays (puces à ADN), de PCR en temps réel et les technologies de 
séquençage de nouvelle génération ont permis d’identifier les miRs dérégulés dans les tumeurs et 
également dans les fluides biologiques comme le sang, l’urine et la salive81. 
La dérégulation de certains miRs dans les tumeurs peut être directement établie après exérèse de la 
tumeur ou après dosage des miRs dans les fluides biologiques où ils sont souvent protégés des Rnases 
car transportés à l’intérieur de microvésicules ou d’exosomes. Ils peuvent être utilisés comme des 
biomarqueurs non-invasifs. Par exemple, deux microARN, miR-182-5p et miR-375-3p ont été 
identifiés dans le plasma de personnes atteintes du cancer du pancréas comme biomarqueurs de 
métastases ou de prédiction de métastases121. Notre équipe a montré que miR-483-5p détecté dans 
le sérum de patients porteurs de CCS est prédictif de la récidive65. MiR-21 a été détecté comme 
biomarqueur dans les exosomes de cellules squameuses de l’oesophage, il est corrélé positivement 
avec l’agressivité et la progression tumorale de ce cancer122.  
Par ailleurs, le dosage des miRs dans les exosomes permettrait également de répertorier des miRs 
qui pourraient jouer un rôle dans la communication entre cellules122. 

 Les microARN et les exosomes dans la thérapie anti-cancéreuse 
Les miRs sont impliqués dans la résistance à certains traitements anti-cancéreux : ainsi miR-155-5p 
est surexprimé dans diverses leucémies comme les lymphomes à grandes cellules B, où il est associé 
à une résistance à la cisplatine ou à la doxorubicine. Un traitement supprimant ce miR à l’aide 
d’inhibiteurs spécifiques (séquences anti-sens simple-brin) augmenterait la sensibilité à la 
chimiothérapie123. Les cellules cancéreuses humaines de pancréas PATU8988 surexpriment miR-21 
qui a comme cible PDCD4 et sont résistantes à la 5-fluorouracil (5-FU). La transfection de ces cellules 
avec un inhibiteur de miR-21 (LNA-anti-miR-21) rétablit l’expression de l’ARNm de PDC4 et l’effet 
pro-apoptotique de ce gène124. 
Des thérapies à bases de miRNA « mimics » (mimétiques de miRs) peuvent aussi être envisagées 
lorsque qu’un miR est sous-exprimé dans un cancer. Les mimics sont des miRs double-brin 
chimiquement modifiés qui imitent les miRs endogènes. Des cellules de lignées de cancer du sein 
MDA-MB231, MDA-MB-468 ainsi que des cellules mammaires normales transfectées avec des mimics 
de miR-143 ou de miR-31 puis implantées chez la souris inhibent l’invasion et la formation de 
métastases après 6 semaines. MiR-31 s’est révélé plus efficace que miR-143 dans l’inhibition de ces 
deux processus125.  
Les thérapies basées sur l’utilisation d’antimiRs ou de miR mimics font de plus en plus appel à 
l’utilisation de nanoparticules pour cibler les tumeurs et éviter l’adressage non-spécifique des miRs 
aux tissus sains. Des nanoparticules constituées de lipides comme les liposomes, de polymères 
cationiques ou encore de matières inorganiques comme l’or ou la silice ont été largement testées. 
De façon intéressante, des nanosytèmes mimant des exosomes ont également été évalués comme 
vecteurs de miRs thérapeutiques126. 
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 OBJECTIFS DU TRAVAIL 
 
Le carcinome corticosurrénalien (CCS) est une tumeur agressive richement vascularisée et de 
mauvais pronostic. Plus de la moitié des patients se présentent à un stade métastatique au 
diagnostic. L’objectif principal de ce travail était d’évaluer l’impact des exosomes issus de cellules de 
carcinome corticosurrénalien et de miRs exosomaux sélectionnés sur le phénotype des cellules 
endothéliales. 
Ce travail décrit : 
(1) La production et la caractérisation des exosomes de cellules NCI H295R, notre modèle de 

référence pour l’étude du CCS. 
(2) L’effet fonctionnel des exosomes, de miR-483-5p et de miR-139-sur les cellules endothéliales de 

veine ombilicale humaine (HUVEC), en étudiant l’internalisation en temps réel des exosomes, 
leurs effets sur la migration, la tubulogenèse et la signalisation cellulaire.  

(3) La mise au point de co-cultures entre les cellules NCI-H295R et les HUVEC afin d’observer 
ultérieurement la communication entre ces deux types cellulaires via les exosomes. 
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 MATERIEL ET METHODES 
 

 Sérum de veau (SV) déprivé en exosomes 

Le sérum utilisé (Nu-sérum, Corning™, référence 355100) est composé de 25 % de sérum de veau de 
nouveau-né et d’une formulation constante avec facteurs de croissance brevetée par Corning. Il est 
dilué à 20 % dans le milieu de culture adéquat pour les cellules puis ultra-centrifugé à 100000 g à 4°C 
pendant une nuit. Le culot obtenu et contenant les exosomes est éliminé. Le surnageant est alors 
collecté et passé sur un filtre de 0.2 µm (milieu sans exosomes à 20% de SV). Les milieux de culture 
et le sérum sont différents selon les types cellulaires (NCI-H295R ou HUVEC). 

 
 Culture des cellules NCI-H295R 

 
Les cellules NCI-H295R sont des cellules invasives de carcinome corticosurrénalien humain 
commercialisées par la compagnie American Type Culture Collection (ATCC). La surface des boîtes de 
culture est recouverte avec du collagène de rat de type I à 0.07mg/ml (Corning, référence 356236). 
Le fournisseur du milieu de culture et des antibiotiques est Thermo Fisher Scientific. Les cellules sont 
cultivées dans du milieu DMEM/F12 (référence 11330057) contenant des antibiotiques 
Pénicilline/Streptomycine (pénicilline 100 U/ml et streptomycine 100 µg/ml, référence 15140130) et 
Gentamycine (30µg/ml, référence 15750045) et avec 2.5 % de sérum. Le milieu est supplémenté avec 
1 % d’ITS (Insuline-Transferrine-Sélénium, Corning, référence 354352). Les cellules sont détachées 
des supports de culture pour un nouvel ensemencement après 2 lavages au PBS -/- (Thermo-Fisher, 
référence 1419019) et incubation dans 3 ml de trypsine/EDTA à 0.05 % (Thermo-Fisher, référence 
25300096) pour une boîte de pétri de 10 cm de diamètre (BP100) et ajout de 6 ml de milieu 
DMEM/F12 à 10 % de Nu-sérum pour neutraliser la trypsine. Les cellules sont incubées à 37°C dans 
une atmosphère à 5 % de dioxyde de carbone (CO2) et 95 % d’air. 
 

 Culture des cellules HUVEC (Human Umbilical Vein Endothelial Cells) 

Les cellules endothéliales de veines ombilicales humaines (HUVEC) sont extraites au laboratoire à 
partir de cordons ombilicaux selon un protocole décrit précédemment127. Les surfaces de culture sont 
recouvertes avec de la fibronectine à 7.7µg/ml (référence F2006 de Sigma). Le milieu de culture 
complet utilisé (référence CC-3162, Lonza) comprend le milieu de base   EBMTM-2 (référence CC3156) 
et les suppléments EGMTM-2 (référence CC-4176, contenant des facteurs de croissance et du sérum 
de veau fœtal (SVF)). Pour les protocoles impliquant les miRs et les exosomes, le SVF utilisé est sans 
exosomes et à une concentration finale de 2 %. 
Pour les passages des cellules, celles-ci sont détachées par trypsination après 2 lavages au PBS -/- 
(5x2mL), dans 1 ml de trypsine/EDTA à 0.025 % (référence CC-5012 Lonza) pour une boite de Pétri 
BP60. La trypsination est arrêtée par ajout de 3mL de milieu Lonza contenant 10 % de sérum. Les 
cellules sont incubées à 37°C dans une atmosphère à 5 % de dioxyde de carbone (CO2) et 95 % d’air. 
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 Comptage des cellules 

Le comptage des cellules se fait avec l’automate TC20 de Biorad qui utilise une technique d’autofocus 
et un algorithme de comptage. 
 

 Collecte des exosomes de milieu de culture des NCI H295R et traitement des échantillons 
 

 Par centrifugation différentielle puis ultracentrifugation. 
Pour les NCI-H295R, le Nu-sérum sans exosomes est utilisé. Pour chaque collecte, 10 flacons de 75 
ml sont ensemencés après revêtement au collagène de type I, avec 7x106 cellules NCI-H295R par 
flacon dans 30 ml de milieu DMEM/F12 avec antibiotiques, en présence de 2.5% de Nu-sérum sans 
exosomes et 1% d’ITS. A J3, J7 et à J10, les milieux sont récoltés et traités stérilement avant 
congélation à -80°C. Chaque récolte est centrifugée à température ambiante à 300 g 10 min, puis à 
1500 g 10 min à 4°C, puis à 10000 g 30 min à 4°C. Le surnageant de cette dernière étape est prélevé 
puis filtré à 0.2µm et congelé. Pour l’ultracentrifugation, les milieux des 3 récoltes sont décongelées, 
mélangés pour faire un premier prélèvement avant centrifugation, et ultracentrifugés à 100000 g, 
2h30 à 4°C. Le culot est récolté et lavé 2 fois avec 8ml de PBS-/- à 100000 g pendant 1h00 à 4°C. Le 
culot contenant les exosomes est homogénéisé dans 300µl de PBS-/- à l’aide d’un mini-Potter, puis 
congelé à -80°C. Les milieux après ultracentrifugation sont réunis et des aliquotes avant et après 
ultracentrifugation sont conservées (2ml x 4 aliquotes) à -80°C. 
Les cellules des 10 flacons sont trypsinées (4 ml de trypsine-EDTA par flacon), la trypsine est 
neutralisée avec du milieu à 20% de Nusérum sans exosomes. Les cellules de chaque flacon sont 
comptées à l’aide d’un compteur de cellules Biorad. L’extraction d’ARN se fait à partir de 50 µg de 
protéines pour les exosomes et les cellules (Lysat cellulaire), et à partir de 1 ml pour les milieux de 
culture. Pour comparer les concentrations en miRs d’intérêts des différents compartiments, nous les 
rapporterons à la concentration en miRs totaux (en ng) par million de cellules. Le dosage des miRs 
totaux et des ARN totaux se font à l’aide du système Qubit® 3.0 Fluorometer (Thermo Fisher 
Scientific). 
Des échantillons de 5x106 cellules ont été prélevés pour analyse des culots cellulaires par 
spectrométrie de masse, ou remis en suspension dans du « cell disruption buffer » provenant du 
miRvana Paris Kit » (AM1556, Thermo Fisher Scientific), pour la préparation des ARNs et le dosage 
de miRs du lysat cellulaire. 
 

 Par précipitation et chromatographie d’exclusion de taille (pour des volumes de milieu 
entre 1 et 50 ml) 

Les exosomes ont également été préparés à l’aide du kit Exo-spin™ (référence EXO-1, Interchim) afin 
de comparer ce protocole avec la méthode d’ultracentrifugation. L’objectif était de réduire les 
quantités de milieu conditionné utilisé pour ces préparations, tout en vérifiant la qualité des 
exosomes obtenus avec ce kit commercial. Le milieu est centrifugé à 300 g 10 min, puis à 1500 g 10 
min à 4°C. Le surnageant de cette dernière étape est prélevé puis filtré à 0.2µm et congelé jusqu’à 
utilisation. Le milieu décongelé est centrifugé à 300 g pendant 10 minutes. Le surnageant est 
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centrifugé 30 minutes à 16000 g. Les recommandations du fournisseur sont appliquées pour le 
traitement des milieux. Les exosomes sont élués dans 200 µL de PBS. 
 

 Par précipitation puis colonne de purification (pour des volumes de milieu entre 5 et 15ml). 
Les exosomes ont été préparés à l’aide du kit ExoQuick-TC® ULTRA EV Isolation Kit for Tissue Culture 
Media de Amsbio (référence EQULTRA-20TC-1). Ce kit était recommandé pour une utilisation sur 
cellules réceptrices. L’objectif était de réduire les quantités de milieu et de comparer ce kit au 
précédent et à la méthode d’ultracentrifugation. Le milieu est centrifugé à 300 g 10 min, puis à 1500 
g 10 min à 4°C. Le surnageant de cette dernière étape est prélevé puis filtré à 0.2µm et congelé. 15 
ml de milieu ont été traités après décongélation selon les recommandations du fournisseur. 

 Mesures au Nanosight NS-300 

La quantité, l’homogénéité et la taille des exosomes sont évaluées dans les milieux de culture et dans 
les préparations d’exosomes à l’aide du système Nanosight NS-300 SOFTWARE NTA 3.2 (Nanoparticle 
Tracking Analysis ou NTA). Cette technologie combine les propriétés de diffusion de la lumière et du 
mouvement Brownien des particules pour déterminer leur répartition par taille et leur concentration. 
L’appareil détecte les nanoparticules en solution de taille comprise entre 10 et 2000nm. Le tampon 
utilisé pour diluer les échantillons est du tampon PBS-/- préalablement filtré à 0.2µm. Le dosage des 
exosomes se fait à partir d’une solution d’exosomes diluée au 1/1000 dans du tampon PBS-/- pour 
les échantillons provenant de l’ultracentrifugation. Ils sont dilués au 1/10 pour le kit Exoquick et au 
1/100 pour le kit Exospin afin que le nombre de particules à la lecture soit compris entre 1E+6 et 
1E+9.  Les milieux de culture initiaux sont dilués au 1/10ème.  

 Détermination de la teneur en protéines des exosomes isolés, et des lysats de cellules 
HUVEC. 

La concentration en protéines de chaque préparation est dosée par la méthode Micro BCA (référence 
23235, Thermo Fisher Scientific) selon les recommandations du fournisseur.  

 Etude du miRnome et du protéome des cellules parentales NCI-H295R et de leurs exosomes. 

 Analyse du miRnome 
L’ARN total a été extrait à partir de 100µg de protéines d’exosomes et à partir de 5x10^6 cellules 
parentales de chaque récolte (après lyse cellulaire) pour le séquençage des microARN.Trois récoltes 
ont été réalisées. Le séquençage a été effectué sur une plateforme de séquençage externe (CNRGH, 
Evry). 

 Analyse du protéome 
Pour la protéomique, des culots cellulaires et des exosomes ont été transmis à la plateforme de 
protéomique de l’équipe « Etude de la dynamique des Protéomes » (EDYP, Laboratoire de Biologie à 
Grande Echelle) du CEA. Les protéines ont été extraites à partir de 3 récoltes indépendantes de 
cellules NCI-H295R et de leurs exosomes. Après chaque récolte, les protéines des culots cellulaires 
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sont réduites avec le dithiothréitol, alkylées au niveau de la cystéine avec de l’iodoacétamide puis 
digérées dans un gel contenant de la trypsine (Référence V5111, Promega). Les peptides résultants 
ont été séchés à l’aide d’un concentrateur à vide Speedvac et remis en suspension dans de 
l’acétonitrile à 5 % et de l’acide trifluoroacétique à 0,01 % avant d’être séparés par chromatographie 
liquide sur une colonne C18 de 75μm sur 250 mm (Reprosyl, CIL) à l’aide du système UltiMate 
3000RSLCnano (Thermo Fisher Scientific) couplé à un spectromètre de masse HF Q-Exactive (Thermo 
Fisher scientific). Les 20 ions précurseurs les plus intenses ont été sélectionnés pour l’analyse par 
spectrométrie de masse en tandem MS/MS. Pour l’identification des peptides et des protéines en 
résultant, les spectres de MS/MS obtenus ont été soumis au moteur de recherche Masco 
(www.matrixscience.com/), qui explore une base de données sur les protéines humaines dans 
SwissProt128. Pour la quantification relative, le programme Proline (http://www. profiproteomics.fr/ 
proline/) a été utilisé et les données quantitatives ont été normalisées en tenant compte d’une 
quantité totale constante de protéines dans chaque cas. 
 

 Extraction des miRs  

L’extraction des ARNs et des miRs a été réalisée avec le « miRvana Paris Kit » (AM1556, Thermo Fisher 
Scientific) selon les recommandations du fournisseur. Pour normaliser la quantité de miRs dans des 
échantillons de nature différente, la méthode du « spike-in » a été utilisée. Des microARN de 
Caenorhabditis Elegans, Cel-miR-39 et Cel-miR-54, ont été ajoutés (25 fentomoles) après 
dénaturation des ARNs. Le lysat est préalablement dosé par la méthode microBCA.  
 
Exosomes préparés par la méthode Exo-spin et Exoquick : 
Après extraction des exosomes, un volume identique est utilisé pour l’extraction d’ARN.  
 
Exosomes préparés par ultracentrifugation : 
Pour le lysat cellulaire et les exosomes, les ARNs totaux sont extraits à partir de 50µg de protéines. 
Pour le milieu, l’extraction est effectuée à partir de 1ml avant et après ultracentrifugation. 

 Quantification des miRs par Retro-Transcription (RT) et PCR quantitative (qPCR) 

Le fournisseur de tous les réactifs est Thermo-Fisher. L’expression des miRs est mesurée par la 
technique de RT-qPCR Taqman. 10 ng d’ARN total sont rétro-transcrits avec le kit de transcription 
inverse TaqMan® MicroARN (référence 4366597) en ajoutant 0.75µl d’amorces 20X Taqman 
spécifiques aux réactifs de RT (0.15µL de 100mM dNTPs, 1.5µl 10xRT tampon, 0.19 µL d’inhibiteur de 
Rnases, 6.41µL d’eau distillée, 1µl d’enzyme RT multiscribe) et à 5µl d’échantillon d’ARN dans un 
volume final de 15µl. Les échantillons sont incubés 30 minutes à 16°C, puis 30 minutes à 42° et 5 
minutes à 85°C. Ils sont ensuite maintenus à 4°C.  
La qPCR en temps réel est réalisée dans un mélange contenant 5 µL de « Universal Master Mix 
TaqMan2x » et 0,5µl d’amorces PCR spécifiques de chaque miR (hsa-miR-483-5p référence 
002338, hsa-mir-483-3p référence 002339, hsa-miR-139-5p référence 002289, hsa-miR-16-5p 



37 
 
 

référence 000391, cel-miR-39 référence 000200, cel-miR-54 référence 001361, RNU48 référence 
001006). A ces 5.5µL sont ajoutés 4.5µL d’échantillon d’ADN complémentaire dilué au 2.5ème (volume 
final 10 µl). La PCR en temps réel est réalisée avec un thermo-cycleur (CFX96 Real time system, Bio-
Rad) selon le protocole : 95°C 10 minutes, puis 40 cycles de 95°C pendant 15 secondes, puis 60°C 
pendant 1 min. Les données sont analysées avec le CFX Manager software version 3.1.1517.823. 
Chaque miR est analysé en duplicats. RNU48 est utilisé comme gène contrôle endogène pour la 
normalisation des résultats pour les lysats cellulaires. RNU48 sera utilisé pour comparer des lysats 
entre eux, mais ne peut pas être utilisé pour les milieux de culture et les exosomes car il n’est pas 
quantifiable dans ces 2 types d’échantillon. L’expression normalisée est calculée en utilisant la 
méthode comparative des cycles seuil (cycles threshold ou Ct) 2−ΔΔCT ou en utilisant des gammes 
étalons pour la quantification absolue. Pour la normalisation de l’expression des miRs65 : La médiane 
des Ct de Cel-miR-54 et Cel-miR-39 pour tous les échantillons d’un même type est calculée. Le facteur 
de normalisation (FN) est alors calculé avec la formule :  

FN =1/ [2ˆ(Mediane des Ct miR Spike-in)- (Ct miRSpike-in de chaque échantillon)]. 
Ce facteur est calculé pour Cel-miR-39 et pour Cel-miR-54 et la moyenne des 2 valeurs sert à 
normaliser le nombre de copies. 
 

 Western Blot 

Pour les comparaisons cellules parentales et exosomes, 7µg de protéines, sont dénaturés avec du 
tampon de Laemmli 5x (concentration finale de 60mM de Tris-HCL, pH 6.8, 2 % de SDS, 5 % de β-
mercaptoéthanol et 10 % de glycérol, 0.01 % de bleu de bromophénol) pendant 5 min à 95°C. Les 
échantillons sont chargés sur un gel SDS-PAGE à 4–20 % (Mini-PROTEAN® TGX™ Precast Protein Gels, 
10-well, réf 4561094, Biorad) et migrent par électrophorèse pendant environ 1 h à 140V dans du 
tampon 10x Tris/Glycine/SDS (Référence 1610772, Biorad). Le transfert des protéines est effectué 
sur membrane en nitrocellulose par la méthode de transfert rapide (référence 1702420 Trans-Blot 
Turbo RTA Transfer Kit, Mini, Nitrocellulose Biorad) à l’aide d’un « Trans-Blot Turbo Transfer System » 
de Biorad. La saturation de la membrane se fait avec du lait écrémé à 5 % dans du TBS/Tween 0.1%. 
Chaque incubation (sous agitation) avec un anticorps, est suivie de 3 lavages de 10 minutes sous 
agitation. Les anticorps sont dilués dans du TBS/Tween 0.1 % contenant 5 % de BSA et sont incubés 
à 4°C jusqu’au lendemain. Selon l’espèce d’origine de l’anticorps primaire, un anticorps secondaire 
anti-souris ou anti-lapin est utilisé. 
 
L’anticorps secondaire anti-souris (conjugué à la Horse Radish Peroxydase HRP, référence 115-035-
062, Jackson ImmunoResearch) est dilué au 1/10 000ème en concentration finale dans du TBS/Tween 
0.1%. Il est incubé pendant 1h à température ambiante. L’anticorps secondaire anti-lapin conjugué à 
la HRP (réf 115-035-144, Jackson ImmunoResearch) est dilué au 1/6 000èmeen concentration finale, 
dans du TBS/Tween 0.1% et incubé 1h à température ambiante.   
Après 3 lavages, la révélation par chimiluminescence se fait avec le réactif « Clarity Western ECL 
Substrate» (référence 1705061, Biorad). La révélation des protéines d’intérêt est effectuée à l’aide 
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du « Chemidoc Imaging System » de Biorad. La quantification des protéines est effectuée avec le 
logiciel Image Lab 4.0 de Biorad. Les membranes peuvent être ré-utilisées pour détecter des 
protéines différentes. Elles sont dans ce cas incubées avec une solution de « Re-Blot Mild » (référence 
2502, Millipore) pendant 15 minutes, saturées une heure avec du lait écrémé à 5% dans du 
TBS/Tween 0.1% puis ré-incubées avec de nouveaux anticorps primaires. La β-actine ou la tubuline 
sont utilisées comme témoins de charge. Les différents anticorps utilisés sont listés dans le Tableau 
2. 
 
Tableau 2 : Liste des anticorps utilisés 

Anticorps (anti) Fournisseur Poids 
moléculaire 
(kDa) 

Référence Espèce Dilution 

Alix (3A9) Cell Signaling 80-100 2171 souris 1/1000 
CD63 Santa-Cruz 

Biotechnology 
34-50 Sc-5275 souris 1/500 

Argonaute 2(c34c6) Cell Signaling 97 2897 lapin 1/1000 
CD81 Abcam 20-26 ab109201 lapin 1/2000 
CD9 Sigma Aldrich 26 ab92726 souris 1/500 
TSG101 Abcam 47 ab83 souris 1/500 
Tubuline Sigma Aldrich 50 T6199 souris 1/2500 
Flotilline Cell Signaling 49 3253 lapin 1/1000 
Béta-actine Sigma Aldrich 42 A5441 souris 1/5000 
AKT Cell Signaling 60 9272 lapin 1/1000 
p-AKT(sérine 473) Cell Signaling 60 4060 lapin 1/2000 
NDRG2 Cell Signaling 45 5667S lapin 1/1000 
NDRG4 Cell Signaling 37-45 9039S lapin 1/1000 

 

 Transfections cellulaires  

 Inhibition des microARN endogènes 
L’inhibition des miR-483-5p et miR-139-5p endogènes est effectuée à l’aide d’antagomiRs qui sont 
constitués d’un seul brin d’ARN et se lient au miR ciblé de façon complémentaire et irréversible, afin 
d’empêcher son action.  
 
 
 
Cellules NCI-H295R 
Les cellules sont ensemencées dans du milieu DMEM/F12 contenant 5% de Nu-sérum sans exosomes 
(5x106 cellules/Pétri de 100 mm). 24 h après l’ensemencement, les cellules sont lavées au PBS+/+ 
(Tampon phosphate contenant du calcium et du magnésium) et sont transfectées avec la 
lipofectamine RNAimax (réf 13778150, Thermofisher, 20µL par boîte) à une concentration finale de 
10nM d’antagomiR (antagomiR contrôle, antagomiR-483-5p, antagomiR-139-5p). Le milieu Optimem 
est utilisé pour diluer les antagomiRs. Un mélange d’antagomiRs (antagomiR mix) constitué de 5nM 
de miR-483-5p et 5nM de miR-139-5p a aussi été testé. 24 h post-transfection, les cellules sont lavées 
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au PBS+/+, puis incubées avec 10 mL de milieu DMEM/F12 et de l’ITS à 1% et sans sérum. 72 heures 
post-transfection, le milieu est récupéré, centrifugé à 300g 10min puis 1200 g 10 min, filtré sur 
membrane 0.2µm puis congelé à- 80°C. Les cellules sont rincées au PBS+/+ puis sont lysées avec du 
tampon « cell disruption buffer ». Le dosage de miR-483-5p et miR-139-5p est effectué dans les lysats 
cellulaires et les exosomes. Les exosomes sont extraits par chromatographie d’exclusion de taille 
(exospin et exoquick). 
 
Cellules HUVEC 
Dans ce test, des Pétri de 60 mm sont ensemencées avec 106 cellules HUVEC après revêtement à la 
fibronectine. La transfection est réalisée comme décrit ci-dessus (10nM d’AntagomiR contrôle, 
antagomiR-483-5p, antagomiR-139-5p) 24h après l’ensemencement. Un contrôle avec lipofectamine 
et sans antagomiR est également préparé. « L’AntagomiR mix 10nM » est constitué de 10nM de miR-
483-5p et 10nM de miR-139-5p. La même quantité d’exosomes est ajoutée aux différentes 
conditions.  

 Surexpression des microARN 

La transfection de miRs synthétiques dans les HUVEC a été réalisée afin de mimer l’action des miRs 
apportés par les exosomes de cellules NCI-H295R. Les miRs « mimics » utilisés ont une structure 
double-brin. Lorsqu’ils sont introduits dans la cellule, ils vont induire l’inhibition des ARNm cibles de 
la même façon que le miR endogène.  
Selon les expériences, les cellules HUVEC (passage maximal de 4) sont ensemencées en plaque de 6 
ou 12 puits à une densité de 50 000 à 300 000 cellules par puits. 24 h après l’ensemencement, les 
cellules sont lavées avec du milieu EBMTM-2 sans additif et sont transfectées avec la lipofectamine 
RNAimax à raison de 6µL par puits en présence de différentes concentrations de miRs « mimics » (0.1 
à 10 nM). Le milieu de transfection est remplacé 6 heures après par du milieu de culture complet 
pour HUVEC. Les cellules sont lavées au PBS+/+ 48h après la transfection puis lysées avec 150µl de 
« cell disruption buffer » contenant des inhibiteurs de protéases (Cocktail P8340, Sigma, dilué au 
1/100). Les analyses des protéines par Western Blot sont effectuées à partir de 20µg de protéines.  
 
 
 

 Traitement des HUVEC par les exosomes de NCI-H295R 

Les cellules HUVEC ont été ensemencées dans des plaques de 12 puits dans un milieu de culture 
complet (50 000 cellules/puitss). L’expérience a été réalisée avec des exosomes préparés par la 
méthode d’ultracentrifugation et dont le contenu en miR-139-5p et miR-483-5p a été déterminé. 
Après 24h, le milieu de culture est remplacé par du milieu complet contenant 2% de sérum sans 
exosomes et 1µg/ml ou 10µg/ml (protéines) de suspension d’exosomes en duplicat. Après 24h 
d’incubation à 37°C, les puitss sont lavés au PBS+/+ et 300µl de « cell disruption buffer » sont ajoutés. 
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Une extraction de l’ARN total puis un dosage de miR-139-5p et miR-483-5p par RT-qPCR sont 
effectués. RNU48 est utilisé comme gène contrôle endogène pour la normalisation des résultats.  
 

 Test de blessure 

Les cellules sont ensemencées dans des plaques de 96 puitss à fond plat (40 000 cellules/puitss) en 
présence de mitomycine (concentration finale de 2 µg/mL, Sigma) pour inhiber la prolifération 
cellulaire. Les HUVEC sont transfectées avec les antagomiRs comme décrit précédemment.  
Pour chaque condition, 24h après transfection, les cellules sont trypsinées puis ensemencées dans 
une plaque de 96 puits (40 000 cellules par puits). Le milieu de culture est aspiré 24h plus tard et 
100µl de milieu complet contenant 5µg/ml d’exosomes ou sans exosomes sont ajoutés. 
Le test de blessure se fait avec le « WoundMaker™» de Essen Bioscience selon les recommandations 
du fournisseur. Les lectures sont programmées toutes les heures à 37°C dans un appareil InCucyte® 
Zoom System (Essen). 

 Tubulogénèse 

Le matrigel (référence 354230, Corning) congelé et aliquoté à -20° C est décongelé dans la glace. Une 
plaque de 48 puits (référence 353078, Falcon) ainsi que les pointes servant au pipetage sont 
refroidies à 4°C. La plaque est préparée en mettant 150µl de matrigel (concentration 9 à 11mg/ml de 
protéines) par puitss. Le dépôt sur la plaque doit se faire en évitant les bulles. La plaque est incubée 
1 heure à 37°C dans l’incubateur à CO2. 
Les HUVEC cultivées puis trypsinées comme décrit précédemment sont filtrées à l’aide d’un filtre à 
0.70 µm puis centrifugées à température ambiante à 1000 rpm pendant 5min. Le surnageant est 
aspiré et le culot est mis en suspension dans du milieu Lonza à 2% de sérum sans exosomes. Une 
suspension à 250 000 cellules/mL est ensemencée à raison de 200µl par puitss (50 000 cellules). Les 
cellules sont incubées 20 minutes à 37°C dans un incubateur à CO2. 
Après adhérence des cellules au matrigel, 100 µL de milieu sont alors aspirés pour chaque puits avant 
ajout de quantités variables d’exosomes dilués dans le milieu Lonza sans additif. Dans ces 
expériences, 0, 1, 2, 4 ou 8µg de protéines d’exosomes ont été ajoutés en triplicat. Cela correspond 
respectivement à 0, 1.67 x 109, 3.30 x 109,  6.65x 109  et 1.33 x 109 particules par puitss. Le système 
Incucyte est programmé pour générer des images en contraste de phase toutes les heures. Les 
statistiques sont effectuées sur GraphPad pour des images acquises après 24h d’incubation. La 
quantification de la tubulogénèse a été réalisée avec la macro « Angiogenesis analyser for Image J 
2012 de Gilles Carpentier ». 

 Microscopie de fluorescence  

 Cinétique d’internalisation des exosomes  
Les cellules NCI-H295R sont ensemencées dans une boîte de Pétri de 100mm, après 2 
électroporations de 4x106 cellules par boîte, selon les recommandations du fournisseur (Lonza 
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CellLine Nucleofactor kit, référence VCA-1001) avec le programme T-16 du NucleofectorTM. 5ng de 
plasmide GFP-CD63 sont transfectés pour chaque électroporation, dans un milieu DMEM/F12 
contenant 5% de Nu-Sérum. 24h après transfection, le milieu de culture est remplacé par du milieu 
sans exosomes. Après 72h, ce milieu est filtré à 0.2µm et congélé à -80°C.  
Pour l’analyse de la cinétique d’internalisation des exosomes dans les HUVEC, 15 000 cellules sont 
ensemencées sur un puits de lab-Tek Nunc™ 155382 Lab-Tek® recouvert de fibronectine pendant 
48h. Les cellules HUVEC sont colorées avec le kit « Image-IT™ LIVE Plasma Membrane and Nuclear 
labeling » de Thermo-fisher Scientific qui comprend la coloration du noyau avec le colorant 
Hoechst 33342 (1µM, fluorescence bleue), et l’agglutinine de germe de blé (WGA) Alexa Fluor® 594 
(5 µg/ml, fluorescence rouge) qui colore les membranes et le cytoplasme. 
Après coloration, le milieu de culture des HUVEC est remplacé par le milieu de culture des NCI-H295R 
contenant des exosomes fluorescents exprimant le marqueur GFP-CD63. Une cinétique de 
l’internalisation des exosomes est réalisée pendant 5h30 au microscope confocal spinnig disk. Les 
images sont acquises à l’objectif 40x à immersion d’huile. Chaque pile d’images en z (25 images) a 
été aplatie pour obtenir une image finale (en collaboration avec Laurent Guyon, chercheur de 
l’équipe).  
 

 Communication entre cellules NCI-H295R et HUVEC en co-culture 2D. 
Les NCI-H295R ont été transfectées comme décrit précédement avec le plasmide CD63-GFP. Les HUVEC (600 
000 cellules) ont été colorées au CellTracker™ Orange CMTMR Dye (C2927, ThermoFisher Scientific, 
concentration finale 2µM) selon les recommandations de fournisseur. Un mélange de 1000 cellules 
NCI-H295R et 500 cellules HUVEC en suspension dans du milieu de culture d’HUVEC complet a été 
déposé sur des puits Lab-Tek® II (Nunc™ 155382, 1.75 cm2) recouverts de collagène de type 1 de rat 
et séchés. 48 heures après ensemencement, les cellules sont colorées au Hoechst (référence 33258, 
Thermofisher, à une concentration de 0.1µM dans du milieu complet pour HUVEC sans exosomes 
pendant 45 minutes. Les cellules sont rincées dans du milieu de culture complet sans exosomes et 
observées au vidéomicroscope IX71 Olympus contrôlé par le système CellR Olympus, automatisé 
pour les axes x, y et z et piloté par le logiciel Xcellence, Olympus (collaboration avec Stéphanie 
Bouillot, ingénieure d’étude du laboratoire).    
  

 Co-culture de cellules NCI-H295R et HUVEC en 3D. 
L’objectif de la co-culture en 3D était d’observer l’organisation des 2 types cellulaires co-cultivés en 
sphéroïdes sur une période minimale de 10 jours.  
Expression stable de protéines fluorescentes 
Des vecteurs lentiviraux ont été utilisés pour produire des cellules HUVEC et NCI-H295R 
fluorescentes. Les vecteurs lentiviraux permettent des expressions de gène stables car le gène 
d’intérêt est intégré à l’ADN génomique. Cependant, pour favoriser la croissance des cellules 
transduites par rapport aux autres, une pression de sélection est mise en place en introduisant des 
antibiotiques dans le milieu de culture. Les HUVEC ont été transduites avec des lentivirus contenant 
un plasmide codant pour le gène FLT1-RFP (RFP ou Red Fluorescent Protein). Le gène FLT1 code pour 



42 
 
 

le récepteur « Vascular Endothelial Growth Factor receptor 1 » (VEGFR1) qui s’exprime 
spécifiquement dans les cellules endothéliales. L’expression de RFP va permettre de visualiser les 
HUVEC par une fluorescence rouge (longueurs d’onde d’excitation-émission : 545nm-620nm). Le 
plasmide contient également une résistance à la néomycine qui permet de sélectionner les cellules 
transduites. La concentration de 500µg/ml de néomycine a été retenue. Les cellules NCI-H295R ont 
été transduites avec un lentivirus contenant un plasmide exprimant la Green Fluorescent Protein GFP 
(fluorescence verte) et une résistance à la kanamycine et à la puromycine (utilisée à 5µg/ml). 
Formation des sphéroides 
Le réactif Poly (hydroxyethyl methacrylate) DDMAT terminated (PolyHéma, référence p3932, Sigma) 
est utilisé afin que les cellules n’adhèrent pas au fond du puits. Il est préconisé pour le revêtement 
des plaques de culture cellulaire destinées à des cultures en 3D. La solution stock à 50mg/ml est 
préparée dans de l’éthanol à 95%. Après un chauffage de 3 à 4 heures, à 65°C la solution est filtrée 
avec un filtre à 0.2µm. La solution fille, préparée dans de l’éthanol absolu à une concentration de 
20mg/ml de polyHema, a été utilisée pour recouvrir des puits à fond rond de plaques de 96 
puits (50µl par puits). La solution doit sécher en laissant la plaque ouverte pendant une nuit sous un 
PSM. 
Ensemencement des cellules 
Chaque puits contient 1000 cellules HUVEC et 2000 cellules NCI-H295R. Le milieu de culture utilisé 
est celui des cellules HUVEC contenant 2% sérum de veau fœtal sans exosomes et des facteurs de 
croissance. 
Fixation des sphéroïdes 
Les sphéroïdes sont fixés dans une solution de PFA (référence HT5014, Sigma) contenant 4% de 
formaldéhyde et du réactif de Hoechst à 1µM. Ce mélange est laissé en contact avec les sphéroïdes 
pendant une heure. Trois rincages au PBS+/+ sont ensuite effectués pour éliminer le PFA. Des lames 
« Polylysine slides » (réf 6055100, Thermo Fisher Scientific) sont utilisées pour recueillir les 
sphéroïdes après collage d’un anneau (référence P 24740, Invitrogen) au niveau de leur surface, afin 
de ne pas écraser les sphéroïdes. Ceux-ci sont rassemblés sur une même lame et déposés à l’intérieur 
de l’anneau. Le réactif « ProLong™ Glass Antifade Mountant » (P36980, Invitrogen) permet de coller 
une lamelle de 22x22 mm, Knittel Glass par-dessus cette préparation. Les cellules NCI-H295R 
exprimant GFP et les cellules HUVEC exprimant FLT1-RFP apparaissent respectivement en vert et en 
rouge à l’observation en microscopie de fluorescence observé avec le Airyscan LSM880 Fast. 

 Analyses statistiques 

Les analyses statistiques ont été réalisées à l’aide du logiciel GraphPad Prism version 7.04 (San Diego, 
CA) en utilisant le test de normalité de Shapiro-Wilk pour la vérification de la répartition gaussienne 
des échantillons. Si ce test permet d’affirmer la distribution gaussienne, un test ANOVA est effectué, 
suivi s’il est positif par un test de comparaisons multiples de Tukey. La significativité statistique est 
indiquée pour des valeurs inférieures à 0.05. Si la ditribution gaussienne n’est pas assumée, un test 
de Kruskal-Wallis est effectué, suivi s’il est positif d’un test de comparaisons multiples de Dunn’s.  
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Pour la comparaison de deux conditions, un test de Mann-Whitney (non-paramétrique) est effectué. 
Pour la comparaison de deux conditions avec plusieurs mesures dans le temps, un t-test multiple est 
effectué, suivi s’il est significatif d’une comparaison multiple de Holm-Sidak (normalité non assumée). 
Les résultats sont exprimés en moyenne ± SEM ; * pour p≤ 0.05; ** pour p≤ 0.01; *** pour p≤ 0.001, 
**** pour p≤ 0.0001.   
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 RESULTATS 
 

 Production et caractérisation des exosomes de cellules NCI-H295R 

Notre premier objectif était d’isoler et de caractériser les exosomes secrétés par les cellules NCI-
H295R dans le milieu de culture. Les milieux de culture ont été traités par centrifugation différentielle 
suivie d’une ultracentrifugation. Chaque préparation a été analysée avec le système Nanosight NS-
300 afin de vérifier qu’elle contient des nanoparticules qui répondent aux critères de taille des 
exosomes (comprise entre 30 et 150nm). La détermination de la quantité de particules a été 
effectuée dans le milieu de culture avant et après ultracentrifugation.  
Le but ultime de l’isolation des exosomes est de réaliser des tests fonctionnels avec les HUVEC, les 
exosomes devaient donc répondre aux critères qui leurs sont spécifiques. 

 Caractéristiques des nanoparticules dans le milieu de culture initial et dans les 
fractions enrichies par ultracentrifugation  

4.1.1.1 Mesure de l’homogénéité et de la taille des nanoparticules 
La qualité des préparations a été estimée par le dispositif « Nanoparticle Tracking Analysis » qui 
renseigne sur la concentration des nanoparticules, leur taille, et permet d’évaluer l’homogénéité des 
préparations. La mesure de la taille des particules dans des préparations indépendantes nous a 
permis de déterminer si les exosomes obtenus ont une taille correspondant à celle définie pour ce 
type de nanoparticules (entre 30 et 150 nm)128 et de vérifier si cette taille est homogène pour les 
différentes préparations. Notons que les milieux de culture ainsi que la préparation d’exosomes sont 
nécessairement congelés pour pouvoir analyser plusieurs expériences simultanément. 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 25 : Distribution de la taille des nanoparticules dans le milieu de culture initial (A,B) et dans les préparations d’exosomes (C,D). 
A et C : l’appareil effectue trois mesures de concentrations en particules par rapport à la taille pour chaque échantillon. B et D 
représentent les moyennes de 3 mesures (respectivement de  A et C) ± SD.  
Pour le milieu en (B), la concentration moyenne est de 1.95 x 109 ±1.07 x 108 particules/ml. Pour les exosomes en (D), la concentration 
moyenne est de 4.65 x 1011 ± 5.48 x 109 particules/ml et la taille est de 132.4 ± 0.2 nm. 
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L’analyse du milieu de culture conditionné initial (Figure 25, A et B) montre plusieurs pics 
correspondant à des populations de nanoparticules de tailles différentes comprises entre 50 et 
200nm. Ce résultat indique l’hétérogénéité des nanoparticules dans le milieu.  Un pic majeur centré 
sur une taille de 93nm est en revanche détecté dans la préparation d’exosomes obtenue par 
ultracentrifugation (Figure 25, C et D) et suggère l’homogénéité de la préparation et une taille 
correspondant à celle attendue pour les exosomes. 
 
La Figure 26 montre que la taille des nanoparticules est relativement homogène dans 3 préparations 
indépendantes. Cependant, de façon inattendue, la taille moyenne des exosomes mesurée est 
supérieure à la taille moyenne des milieux (130nm versus 110nm). Cette différence, probablement 
liée à l’agrégation des nanoparticules par la congélation, a été rapportée dans la littérature129. 
Toutefois, la congélation est incontournable car il n’est pas possible de conserver les exosomes à long 
terme à 4°C130. 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 26 : Taille moyenne des exosomes obtenus en nm. La taille moyenne des nanoparticules du milieu avant ultracentrifugation 
(MAvC) est de 104.1nm ± 3.5 nm, celle des nanoparticules du milieu après ultracentrifugation (MApC) est de 111.7nm ± 6.5nm et celle 
des exosomes est de 136.8nm ± 5.5 nm, n=3. Les barres horizontales représentent les tailles moyennes des nanoparticules. Il n’y a pas 
de différences statsitiques entre le MAvC, le MApC et les exosomes (test de de Kruskal-Wallis).  

 

4.1.1.2 Mesure de la concentration en nanoparticules des échantillons 
 
Le dispositif Nanosight permet également de déterminer la concentration en nanoparticules dans 
l’échantillon. La Figure 27 montre que les trois préparations d’exosomes indépendantes ont des 
concentrations très proches en nanoparticules, plus élevées que dans les milieux avant 
ultracentrifugation (MAvC) et après ultracentrifugation (MApC).  
Comme il n’y pas de différence statistique entre les concentrations des MAvC et MApC (Figure 27), 
cela suggère que peu de nanoparticules en suspension ont été précipitées dans le culot qui contient 
les exosomes. 
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Figure 27 : Concentration des échantillons en nanoparticules. La concentration en nanoparticules toutes tailles confondues, a été 
déterminée dans le milieu de culture initial des cellules NCI-H295R, puis dans la suspension d’exosomes obtenue (300µl) à partir de 
600ml de milieu. Les barres horizontales représentent les concentrations moyennes dans le MAvC : 1.87 x 109 ± 6.56 x 107, le MApC : 
1.11 x 109± 1.19 x 108 et dans la suspension d’exosomes : 2.30 x 1011 ± 7.2 x 1010. Les barres horizontales représentent les moyennes. 
Il n’y a pas de différences statsitiques entre le MAvC et le MApC (test de Kruskal-Wallis). Les préparations d’exosomes concentrent les 
nanoparticules environ 800 fois par rapport au MAvC. Le nombre de nanoparticules dans l’échantillon exosomes dépend du volume 
de resuspension choisi (ici ce volume est de 300µl, la valeur du nombre de nanoparticules/ml des exosomes ne correspond pas à une 
donnée physiologique mais expérimentale). 
 

4.1.1.3 Rendement d’extraction des nanoparticules 
Le nombre de nanoparticules récupérées dans le culot d’exosomes étant faible comparé au nombre de 
nanoparticules présentes dans le milieu de culture initial avant ultracentrifugation, nous avons déterminé le 
rendement de la procédure selon le calcul suivant : 
Nombre total de nanoparticules dans les échantillons d’exosomes x100/nombre total de nanoparticules dans 
le MAvC. Le rendement moyen est de 9.43 ± 2.88%, ce qui signifie que nous récupérons environ 9.43 % des 
exosomes présents dans le milieu de départ.  
Tableau 3: Pourcentage du rendement d'extraction des nanoparticules.  

Nombre total de 
nanoparticules pour chaque 

préparation: fraction 
exosomes 

Nombre total de 
nanoparticules pour chaque 
préparation : fraction MAvC 

 

Rendement 
en % 

Moyenne 
du 

rendement 
en % 

SEM 

1.77 X 1011 1.17 X 1012 15.10   
8.64 X 1010 1.15 X 1012 7.50 9.43 2.88 
5.93 X 1010 1.04 X 1012 5.68   

 

4.1.1.4 Nombres de nanoparticules produites par les cellules 
 
Afin de déterminer la quantité d’exosomes produite par un nombre défini de cellules en culture, le nombre 
total de cellules a été compté à la fin de chaque campagne. Le nombre de cellules initial est le même, mais 
chaque campagne dure 10 jours. Nous tenons ainsi compte des variabilités de croissance cellulaire dans 
chaque échantillon. Le calcul du nombre de nanoparticules pour 106 cellules (Figure 28) montre qu’il y en a 
environ 10 fois moins dans la fraction d’exosomes, par rapport à la fraction de milieu de culture de départ. 
Cela confirme que tous les exosomes ne sont pas récupérés par ultracentrifugation.  
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Figure 28 : Nombre de nanoparticules produites par million de cellules. La quantification du nombre de 
nanoparticules a été réalisée pour 3 préparations. Les barres horizontales représentent le nombre de 
nanoparticules moyen/106 cellules dans le MavC : 1.34 x 109 ± 2.5 x 108 et dans les exosomes : 
1.37 x 108± 5.8 x 107. Un test de Mann et Whitney a été effectué, *p<0.05 pour MAvC vs Exosomes. 
 

 Répartition des microARN et des ARN longs dans les différents échantillons  
 

Les exosomes ont été décrits comme des vecteurs de microARN dans les fluides biologiques. Nous 
avons donc analysé l’expression des miRs dans les exosomes dérivés des cellules NCI-H295R. La 
quantification des microARN et des ARN longs permet de déterminer les proportions de ces 2 formes 
d’ARN dans chaque échantillon (lysat cellulaire, milieu de culture, exosomes). La Figure 29 montre 
que les miRs sont proportionnellement plus représentés dans la fraction enrichie en exosomes par 
rapport au lysat cellulaire. 
 

Figure 29 : Répartition des miRs et ARNs longs dans le lysat celulaire, le MAvC et les exosomes de cellules NCI-H295R. Les ARN longs 
sont les ARN messagers, les ARN ribosomaux et les ARN longs non-codants. L’extraction d’ARN se fait à partir de 50µg de protéines de 
lysat, de 50µg de protéines d’exosomes, et de 1 ml de milieu. Les résultats sont des moyennes de 3 expériences indépendantes. Après 
un test non-paramétrique de Kruskal-Wallis suivi d’une comparaison multiple de Dunn’s, il n’y a pas de différences statistiques 
significatives entre le lysat et le MAvC et les exosomes pour leur contenu en miRs et en ARN longs (p>0.05), mais une différence 
significative est observée entre le lysat et les exosomes pour leur contenu en miRs et en ARN longs (*p<0.05). 
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De façon intéressante, ces résultats indiquent que les cellules NCI-H295R secrètent de l’ARN dans le 
milieu extracellulaire, sous forme d’ARN longs et de miRs. Les concentrations calculées sont 
reportées dans le tableau 4. 
 
Tableau 4: Concentration en ARN des lysats cellulaires, du MAvC, et des exosomes (ng/106 cellules, 3 expériences indépendantes 
(moyenne ± SEM). 

Lysat MAvC Exosomes 

3177± 673.5 
 

17.5 ± 4.5 0.36 ± 0.075 

 

 Expression de microARN sélectionnés dans les cellules NCI-H295R et les exosomes 

Nous nous sommes concentrés sur miR-139-5p et miR-483-5p que nous avons identifiés 
précédemment comme des biomarqueurs diagnostiques et pronostiques dans des cohortes de 
patients atteints de CCS131. MiR-483-5p et miR-483-3p sont deux miRs introniques du gène IGF2 qui 
proviennent de la transcription du même précurseur pri-miR-483. La mesure de la concentration de 
ces miRs nous permettra de déterminer s’ils sont régulés différemment en terme d’export dans le 
milieu extracellulaire des NCI-H295R. Comme décrit dans l’introduction de ce manuscrit, certains 
miRs détectés dans le milieu extracellulaire ont été impliqués dans le remodelage du 
microenvironnement tumoral, voire l’apparition de métastases. 
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 Expression de miR-139-5p, miR-483-5p et miR-483-3p dans les cellules NCI-H295R et 
les exosomes 

 
Le nombre de copies de miRs pour 106 cellules a été déterminé par RT-qPCR. La Figure 30 montre 
que ce nombre est plus élevé pour le lysat cellulaire comparé au milieu de culture et aux exosomes. 
MiR-139-5p et miR-483-3p sont exprimés dans le même ordre de grandeur dans les cellules. En 
revanche, miR-483-5p est environ 4 fois moins abondant que miR-483-3p dans les cellules bien que 
provenant du même précurseur. De façon intéressante, miR-483-5p est majoritaire dans les 
exosomes comparés au lysat cellulaire. Ces résultats indiquent que les miRs d’intérêt sont 
majoritairement localisés dans la cellule et que certains d’entre eux sont préférentiellement 
exportés.  

 
Figure 30 : Nombre de copies de miR-139-5p, miR-483-5p et miR-483-3p par million de cellules. L’extraction des ARN a été effectuée 
à partir de 50µg de protéines de lysat, 50 µg de protéines d’exosomes et de 1 ml de milieu. Chaque barre représente la moyenne des 
nombres de copies ± SEM (n=3 analyses indépendantes). Un test non-paramétrique de Kruskal-Wallis suivi du test de comparaison 
multiple de Dunn’s montre qu’il y a une différence statistique significative entre le nombre de copies de miR-139-5p et de miR-483-5p 
dans les exosomes (*p<0.05).  
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 Abondance de miR-139-5p, miR-483-5p et miR-483-3p dans la population de 
microARN endogènes 

 
Nous avons ensuite déterminé l’abondance de chaque miR dans la population totale de miRs. La 
Figure 31 montre que le nombre de copies/ng de miRs de miR-139-5p est significativement plus élevé 
que celui de miR-483-5p dans le lysat cellulaire (*p<0.05). Le nombre de copies de miR-483-3p/ng de 
miRs est équivalent dans le lysat et dans le milieu de culture et est minoritaire dans les exosomes. Le 
nombre de copies de miR-483-5p/ng de miRs est similaire dans le lysat, le milieu et les exosomes. 
Cependant, miR-483-5p est plus représenté dans la population de miRs des exosomes comparé aux 
2 autre miRs. Ces résultats confirment que miR-483-5p est sélectivement exporté dans les exosomes 
tandis que miR-139-5p est un miR préférentiellement localisé dans les cellules.  

     
Figure 31 : Nombre de copies de miR-139-5p, miR-483-3p et miR-483-5p/ng de miR. Le nombre de copies a été déterminé par RT-
qPCR. Chaque barre représente une moyenne ± SEM avec n=3 analyses indépendantes. Un test non-paramétrique de Kruskal-Walis 
suivi de tests de comparaison multiple de Dunn’s ont été effectués. MiR-139-5p est significativement plus abondant dans la population 
de miRs du lysat cellulaire que miR-483-5p (*p<0.05). Pour miR-483-5p, il n’y a pas de différence significative du nombre de copies /ng 
de miRs dans le lysat comparé aux exosomes.  

 Contenu en protéines des cellules NCI-H295R et de leurs exosomes. 

Plusieurs études ont rapporté que les exosomes joueraient un rôle important dans la progression 
tumorale par le biais des microARN qu’ils véhiculent, mais aussi par l’intermédiaire de certaines 
protéines exosomales. Il nous a donc paru pertinent d’identifier les protéines qui pourraient être 
enrichies dans les exosomes par rapport à leurs cellules parentales. Un total de 2669 protéines a été 
identifié par la méthode LC/MS/MS (Liquid Chromatography coupled to tandem Mass Spectrometry) 
dans les exosomes et leurs cellules parentales. 
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Le tableau 5 présente un extrait des données globales pour les protéines que nous avons trouvées 
enrichies d’un facteur >10 dans les exosomes par rapport aux cellules de carcinome 
corticosurrénalien pour 3 préparations indépendantes. Le rôle de ces protéines dans la tumorigenèse 
est présenté dans la discussion du manuscrit.  
 

Tableau 5 : Protéines enrichies dans les exosomes de carcinome corticosurrénalien par rapport aux cellules parentales 

Exo : exosomes ; Cell : cellule ; 1, 2, 3 : trois préparations indépendantes 
 

  
 Comparaison des méthodes de préparation des exosomes : ultracentrifugation et kits 

commerciaux Exo-Spin et ExoQuick 

Etant donné les quantités importantes de cellules et de milieu de culture nécessaires pour préparer 
des exosomes par la méthode d’ultracentrifugation, nous avons décidé d’explorer d’autres méthodes 
de préparation moins consommatrices de matériel et de temps. Nous avons testé les kits 
commerciaux Exo-Spin et ExoQuick comme décrit dans la section « Matériel et Méthodes ».  
Nous avons montré que les exosomes isolés par la méthode d’ultracentrifugation ont une taille 
moyenne de 136.8nm ± 5.5 (Figure 26). 
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Les exosomes isolés par la méthode Exo-Spin ont une taille moyenne semblable à ceux isolés par la 
méthode d’ultracentrifugation (taille moyenne de 137.0 ± 18.5nm, Figure 32). En revanche, 
l’échantillon est plus hétérogène car de nombreux pics de nanoparticules sont observés.  

Figure 32 : Exosomes isolés par la méthode Exo-Spin (Intershim). La concentration obtenue par la méthode Exospin est de 8.76e+9 
± 2.33e+9 nanoparticules/ml avec une taille moyenne de 137.0 ± 18.5nm.  

Figure 33 : Exosomes isolés par la méthode ExoQuick (Amsbio). La concentration obtenue par la méthode ExoQuick est de 5.99e+7± 
6.16e+6 particules/ml avec une taille moyenne de 177.1 ± 29.0 nm. 
 
Les exosomes isolés par la méthode ExoQuick montrent 3 pics majeurs autour de 73nm, 114nm et 
169nm (Figure 33) ainsi que des pics mineurs au-delà de 200nm, une taille supérieure aux critères de 
taille des exosomes (entre 30 et 150nm). De plus, la concentration en nanoparticules est moindre 
comparée à celle obtenue avec l’ultracentrifugation. 
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 Analyse des marqueurs spécifiques des exosomes par western blot 

Nous avons réalisé des Western Blot à partir d’une même quantité de protéines dans les cellules 
parentales et les extraits d’exosomes (Figure 34). 

 

Figure 34 : Analyse par Western Blot de l’expression des marqueurs des 
exosomes dans le lysat cellulaire et les exosomes obtenus par 
différentes méthodes. 7 µg de protéines cellulaires ou exosomales ont 
été déposés sur le gel. UC: ultracentrifugation. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Argonaute 2, indispensable à la fixation des miRs dans le complexe RISC, est mise en évidence dans 
les exosomes préparés par ultracentrifugation. La tétraspanine CD63, une protéine 
transmembranaire, a été retrouvée plus abondante dans les exosomes que dans les cellules, en 
accord avec les données de la littérature. Alix et TSG101, deux protéines nécessaires au complexe 
ESCRT et à la biogenèse des exosomes sont également plus abondantes dans les exosomes que dans 
les cellules parentales. CD81 n’a pu être détecté avec la quantité de protéines déposées. Le marqueur 
du cytosquelette tubuline est indétectable dans les exosomes à la différence de la β-actine. L’enzyme 
GAPDH, et la flotiline sont également présents à moindre concentration dans les exosomes. Ces 
résultats montrent que les kits commerciaux utilisés ne sont pas satisfaisants pour la préparation des 
exosomes puisqu’aucun marqueur n’a été détecté, malgré un dépôt équivalent pour tous les 
échantillons. D’autres méthodes restent donc à explorer. 
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 Effet des vésicules extracellulaires (exosomes et microvésicules) sur la migration et la 
tubulogénèse des cellules HUVEC  

 Internalisation des vésicules extracellulaires par les HUVEC 

4.8.1.1 Cinétique d’incorporation des vésicules extracellulaires de NCI-H295R dans les cellules 
HUVEC 

La cinétique de capture des vésicules extracellulaires par les HUVEC a été effectuée en présence 
vésicules extracellulaires fluoresentes (exosomes et microvésicules), obtenus à partir de milieu 
conditionné de NCI H295R (filtré à 0.2µm). Comme il existe des microvésicules CD63 positives et de 
taille inférieure à 200nm, nous parlerons de VE plutôt que d’exosomes. Des images ont été réalisées 
en temps réel à l’aide d’un microscope confocal spinning disque. Les cellules NCI-H295R ont été 
transfectées avec un plasmide codant pour une protéine de fusion CD63 et la Green Fluorescent 
Protein : CD63-GFP. CD63 est une tétraspanine caractéristique des exosomes et des microvésicules. 
Le milieu de culture contenant les vésicules extracellulaires fluorescentes (vertes) a été ajouté aux 
cellules HUVEC. Les cellules HUVEC ont été marquées au fluorophore rouge Alexa. Dès la première 
demi-heure d’incubation avec les HUVEC, les nanoparticules fluorescentes commencent à s’attacher 
à la membrane cellulaire (Figure 35).  
Après 104 minutes (1h44), ces nanoparticules ont été incorporées dans les cellules et apparaissent 
dans le cytoplasme. A 120 et 180 minutes, quelques nanoparticules apparaissent également dans le 
noyau.  
  

Figure 35 : Cinétique d'incorporation des VE de NCI H295R dans les HUVEC. Les cellules primaires HUVEC ont été colorées avec le 
fluorophore rouge Alexa Fluor® 594 wheat germ agglutinin (WGA) et les noyaux ont été marqués avec le fluorophore bleu Hoechst 
33342. A 12 minutes, un agrégat de VE s’est fixé au niveau de la membrane plasmique. A 40, 56, 80 et 104 minutes, les nanoparticules 
pénètrent dans le cytoplasme. A 120 minutes et 180 minutes, certaines nanoparticules ont été observées dans le noyau. Les flèches 
pointent les exosomes. 

 



55 
 
 

4.8.1.2 Capture des vésicules extracellulaires par les HUVEC dans des co-culture de NCI-H295R et 
d’HUVEC  

Dans l’expérience réalisée en Figure 35, nous avons ajouté aux HUVEC un milieu de culture provenant 
des cellules NCI-H295R. Afin de visualiser les échanges entre les deux types cellulaires, nous avons 
réalisé des expériences de co-culture. Les cellules NCI-H295R ont été transfectées avec un plasmide 
CD63-GFP et les HUVEC ont été marquées au Cell Tracker orange (Figure 36). Le suivi des co-cultures 
a été réalisé par vidéomicroscopie (vidéomicroscope IX71 Olympus). Après 24h, une forte expression 
de la GFP dans le cytoplasme des cellules NCI-H295R a été observée. De plus, les cellules NCI H295R 
émettent des tubes formant un pont avec d’autres cellules tumorales ou avec les cellules HUVEC 
(Figure 36, A et B). Enfin, des vésicules extracellulaires vertes (exosomes ou microvésicules), ont été 
détectés dans les HUVEC (Figure 36, C et D), ce qui suggère d’une part leur sécrétion par les NCI 
H295R dans le milieu de culture et d’autre part, leur internalisation dans les cellules cibles.  

 

 
Figure 36 : Visualisation de la capture de VE de NCI H295R par les HUVEC dans des co-cultures des deux types cellulaires. Les NCI 
H295R exprimant CD63-GFP semblent communiquer entre elles et avec les HUVEC par des extensions tubulaires cytoplasmiques. 
L’accumulation des exosomes fluorescents dans les HUVEC a été observée pendant 24h. 

 

 Effets des vésicules extracellulaires de NCI H295R sur la migration des HUVEC. 

Après avoir mis en évidence l’internalisation des vésicules extracellulaires (VE) de NCI H295R par les 
HUVEC, nous avons entrepris de déterminer leurs effets sur le phénotype de ces cellules. Nous avons 
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tout d’abord étudié l’effet global des exosomes puis l’impact de miR-139-5p et miR-483-5p véhiculés 
par ces microvésicules.  

 Migration des HUVEC en présence de VE de NCI H295R 
Les cellules cancéreuses ont un besoin accru en nutriments et en oxygène132, ce qui nécessite une 
néovascularisation de la tumeur croissante et donc une prolifération et une migration des cellules 
endothéliales. Le test de blessure permet ici d’évaluer les capacités migratoires des cellules HUVEC 
en présence ou en absence d’exosomes. Les images en Figure 37 et le graphique en Figure 38 
montrent que l’addition des VE de NCI-H295R aux cellules HUVEC accélère la fermeture de la blessure 
et donc augmente la migration des HUVEC.  
 
 
 
                        Sans VE à T=0h                                                            Avec VE à T=0h   

 
    
                         Sans VE à T=24h                                                 Avec VE à T=24h 
   
 

 

 

 

 

 

Figure 37 :  Test de fermeture de la blessure d’une monocouche de cellules endothéliales avec ou sans VE. Les cellules HUVEC sont 
cultivées dans des boîtes de Pétri de 60mm, elles sont ensuite ensemencées dans des plaques 96 puits (40000 cellules/puits) avec n=6 
par condition. 48h après ensemencement, une blessure est effectuée à l’aide du « Wound Scratch Instrument » de Essen. Après lavage, 
100µl de milieu complet contenant 2% de SVF déplété en exosomes d’origine bovine et de la mitomycine (2µg/ml) en présence ou non 
de VE (0.5µg de protéines) sont ajoutés aux puits. Les images sont enregitrées pendant 24h, à l’aide d’un analyseur d’images Incucyte 
Zoom. Le pourcentage de fermeture de la blessure, en présence de mitomycine, est proportionnel à la vitesse de migration des cellules. 
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Figure 38 : Quantification de la 
fermeture de la blessure des HUVEC en 
absence ou en présence de VE. Le 
pourcentage de fermeture de la blessure 
est calculé selon la formule (aire initiale 
de la blessure-aire au temps t de la 
blessure) / (aire initiale) *100.  Lorsque la 
blessure est refermée, la migration est 
alors de 100%. Un test t multiple 
significatif suivi d’une comparaison 
multiple de Holm-Sidak donnent *p<0.05 
pour la comparaison sans exosomes 
versus avec exosomes à 5.5 et 11.5 h, et 
**p<0.001 à 24 h.  

 
 
 
 

 Migration des HUVEC déplétées en miR-139-5p et miR-483-5p et exposées aux VE 
Les VE apportent de nombreuses molécules exogènes aux HUVEC dont des microARN. Afin de 
supprimer l’action potentielle de miR-139-5p et miR-483-5p provenant des exosomes, les HUVEC ont 
été traitées avec des antagomiRs avant leur incubation avec les exosomes de NCI-H295R. Il est à noter 
que les HUVEC expriment une quantité négligeable de miR-483-5p et miR-139-5p comparées aux 
cellules tumorales (non-montré).  
L’effet des VE sur la migration n’est plus statistiquement significatif en présence des antagomiR-139-
5p ou antagomiR-483-5p, contrairement à l’effet des exosomes sur les HUVEC non-traitées (Figure 
39). Il n’y a également pas de différence entre l’antagomiR contrôle et l’antagomiR contrôle avec 
exosomes. Ceci suggère un effet non spécifique des antagomiRs sur la migration (Figures 40 et 41). 
L’effet directe de l’antagonisation des mirs pourrait être obtenu avec des VE déplétées en miR-139-
5p et miR-483-5p mais nous n’avons pas réussi à obtenir ces VE en quantité suffisante pour ces 
expériences. 
 
  AntagomiR Contrôle à T=0h sans VE      AntagomiR Contrôle à T=0h avec VE 
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AntagomiR Contrôle à T=24h sans VE         AntagomiR Contrôle à T=24h avec VE 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 39 : Test de fermeture de la blessure d’une monocouche de cellules endothéliales avec ou sans VE pour la condition 
AntagomiR Contrôle (10nM) avec ou sans VE, AntagomiR (même test qu’en figure 37) 

 AntagomiR-139-5p à T=0h sans VE           AntagomiR-139-5p à T=24h avec VE 
 
  
 
 
 
 
 
 
 

 AntagomiR-139-5p à T=24h sans VE          AntagomiR-139-5p à T=24h avec VE 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 



59 
 
 

 AntagomiR-483-5p à T=0h sans VE               AntagomiR-483-5p à T=0h avec VE 
 
         
 
 
 
 
 
 
 

AntagomiR-483-5p à T=24h sans VE              AntagomiR-483-5p à T=24h avec VE 
  
 
 
 
 
 
 
 
 

  AntagomiR-mix à T=0h sans VE                       AntagomiR-483-5p à T=0h avec VE 

 

 
 
 
 
 
 

AntagomiR-mix à T=24h sans VE                    AntagomiR-mix à T=24h avec VE 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 40 : Test de fermeture de la blessure d’une monocouche de cellules endothéliales avec ou sans VE 
pour  la condition AntagomiR-139-5p,  AntagomiR-483-5p  10nM et antagomiR-mix (antagomiR-483-5p 
(10nM et antagomiR-139-5p10nM), (même test qu’en figure 37). 
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Figure 41 : Effet  des VE sur la migration des HUVEC après antagonisation de miR-139-5p et miR-483-5p intracellulaire. Les cellules 
HUVEC ont été transfectées avec des antagomiRs dans des boîtes de Pétri de 60mm. 24h après transfection, elles sont ensemencées 
dans des plaques 96 puits (40000 cellules/puits, n=6 par condition). 48h après transfection, une blessure est effectuée à l’aide du 
« Wound Scratch Instrument » de Essen. Après lavage, 100µl de milieu complet avec 2% de SVF déplété en exosomes d’origine 
bovine et contenant de la mitomycine (2µg/ml) sont ajoutés au puits en absence ou en présence d’exosomes (0.5µg de protéines). 
L’enregistrement des images est effectué par l’analyseur d’images Incucyte® ZOOM. Un test t multiple n’a pas montré de différence 
significative entre les différentes conditions antagomiR ± exosomes. 

 Effets des VE de NCI H295R sur la tubulogenèse des HUVEC  

 Paramètres de la tubulogenèse 
Le test de tubulogenèse fait partie des tests d’angiogenèse car il permet d’observer la formation de 
pseudo-tubes par les HUVEC en présence de matrigel. Ce matrigel joue le rôle de membrane basale, 
il est extrait à partir du sarcome d’Engelbreth-Holm-Swarm de souris. Il s’agit d’une tumeur riche en 
matrice extracellulaire, contenant des protéines comme la laminine, le collagène IV, du nidogène, de 
l’héparane sulfate protéoglycane et un grand nombre de facteurs de croissance. Les cellules 
ensemencées sur le matrigel adhèrent rapidement et commencent à s’organiser au bout de quelques 
heures (Figure 42). Les images ont été acquises à l’aide du système Incucyte Zoom et ont ensuite été 
analysées sur image J grâce à une macro mise au point par Gilles Carpentier133. Cette macro permet 
d’évaluer de manière reproductible les différents paramètres de la tubulogénèse. 
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Figure 42 : Cinétique de tubulogenèse (échantillon non traité). Les cellules HUVEC sont ensemencées sur matrigel. Elles adhèrent 
rapidement (en 10 minutes). Au bout de deux heures, un micro-réseau est visible, ce réseau continue à s’organiser avec des mailles 
plus grandes (de 8h à 24h). A 48h, le réseau commence à se désagréger. 

La macro permet en effet de mesurer un grand nombre de paramètres précisés ci-dessous.  

 Tubulogenèse des HUVEC en présence de VE 
Nous avons ajouté une quantité croissante d’exosomes de cellules NCI H295R aux HUVEC. La Figure 
43 montre que les paramètres de la tubulogenèse augmentent de façon dose-dépendante en 
fonction de la quantité d’exosomes ajoutés dans l’échantillon :  
- le nombre de jonctions (nœuds ou fusion de nœuds) 
- le nombre de jonctions de grande taille (fusion de jonctions) 
- le nombre de segments (portion limité par 2 jonctions). 
- le nombre de pièces (c’est la somme des nombres de segments et des extrémités détectées dans 
l’aire d’analyse). 
- l’index des mailles (longueur des grands segments divisée par le nombre de grands segments). 
Ces résultats confirment un effet "pro-angiogénique" des exosomes. 
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Figure 43 : Test de tubulogenèse en présence de différentes concentrations de VE (0, 1, 2, 4, et 8 µg). Les analyses montrent que 
l’angiogenèse est favorisée par l’apport croissant de VE. L’augmentation est statistiquement significative en utilisant le test de Kruskal-
Wallis avec la comparaison multiple de Dunn’s : p< 0.05 (*) pour les valeurs sans exosomes versus les valeurs à 8µg d’exosomes et cela, 
pour les paramètres suivants : le nombre de nœuds, le nombre de jonctions, le nombre de jonctions de grandes taille, le nombre de 
pièces, le nombre de segments, le nombre d’intervalle des branches et l’index des mailles (n=3). Les valeurs représentent la moyenne 
des mesures ± SEM.  
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 Effets des VE de NCI H295R sur la signalisation des HUVEC. 

Les effets pro-migratoires des VE sur les HUVEC nous ont amenés à explorer leur impact sur la voie 
de signalisation du VEGF, un facteur de croissance clé pour les cellules endothéliales. Ainsi, des 
thérapies anti-VEGF sont utilisées pour inhiber la croissance tumorale. Cependant, certaines tumeurs 
sont résistantes à ces thérapies. Il a été suggéré qu’une des causes de cette résistance proviendrait 
des exosomes tumoraux134. Dans ce contexte, nous avons testé la phosphorylation de quelques 
protéines impliquées dans la voie de signalisation du VEGF en présence de VE, notamment le 
récepteur VEGFR2, la p38 MAPK, les p42/44 MAPK ainsi que la Kinase AKT. Les phosphorylations sur 
Tyrosine (Y), Thréonine (Thr) ou Sérine (Ser) testées ont été les suivantes : Phospho-VEGFR2(Y1214), 
Phospho-VEGFR2(Y951), Phospho-p38(Thr180/Y182), Phospho-p42/p44 MAP Kinase (Thr183 et 
Y185), Phospho-AKT(Sérine473). Dans nos conditions de culture (absence de sérum et de facteurs de 
croissance), seule la phosphorylation de AKT augmente avec la concentration en VE (Figure 44). 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figure 44 : Effet des VE sur la phosphorylation d’AKT. (A) Western Blot. (B) Quantification de P-AKT dans deux expériences 
indépendantes. Les cellules HUVECs ont été déprivées en sérum et facteurs de croissance pendant trois heures. Des VE ont été ajoutés 
et les cellules incubées 6 heures de plus dans un milieu déprivé en sérum et facteurs de croissance. Les deux histogrammes montrent 
une augmentation de la phosphorylation de AKT qui est proportionnelle à la quantité de VE ajoutée (n=2). Les barres des histogrammes 
représentent des moyennes ± SD. Les 2 normalisations (AKT/βéta actine et Pospho AKT/AKT donnent des résultats similaires : (AKT 
total n’est pas modifié tout comme l’actine), il n’y a pas synthèse d’AKT mais c’est la phosphorylation d’AKT qui est modifié après 6 h 
d’incubation avec les VE. 

 
 
 

A A 

B 
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 Mesure de miR-483-5p et de miR-139-5p dans les HUVEC après internalisation des VE  

 Dosage des miRs dans les VE de NCI-H295R et dans les HUVEC 
Les VE de cellules NCI-H295R étant internalisés par les HUVEC, nous avons examiné les variations de 
miR-483-5p, miR-483-3p et miR-139-5p engendrées par ce processus dans ces cellules. Dans un 
premier temps, nous avons mesuré le niveau d’expression de ces trois miRs dans les HUVEC et les 
VE. 
  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 45 : Expression des miRs dans les HUVEC et les VE. L’expression des miRs a été déterminée par RT-qPCR à partir de 10ng d’ARN 
total. Les miR-483-3p et miR-483-5p sont respectivement 3 et 4,5 fois plus abondants dans les VE que dans les HUVEC; miR-139-5p est 
1,8 fois plus abondant dans les VE comparés aux HUVEC (n=2). La barre horizontale indique la moyenne ± SD. 

Ces résultats (Figure 45) montrent que les miRs provenant des VE de NCI-H295R contiennent 
davantage de miRs-483-5p, 483-3p et 139-5p que les cellules HUVEC pour une même quantité 
d’ARN total. 

 Dosage des miRs dans les HUVEC en présence de VE 
Nous avons déterminé l’enrichissement en miR-139-5p, miR-483-3p et miR-483-5p dans les HUVEC 
après ajout de VE. 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 46 : Dosage de miRs après ajout de VE dans les HUVEC. Les barres représentent les moyennes ± SD avec n=2. Les lysats ont été 
recueillis 24h après l’ajout de VE.  
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La Figure 46 montre que les niveaux d’expression de miR-139-5p, miR-483-3p et miR-483-5p 
augmente, ce qui suggère que ces miRs sont internalisés par les cellules réceptrices. Nous avons vu 
précédement que miR-139-5p était un miR qui se trouvait en plus grande quantité dans les cellules 
NCI H295R comparées à leurs exosomes ; cela pourrait expliquer la différence de concentration de 
ce miR par rapport à miR-483-3p et miR-483-5p dans les HUVEC après ajout des exosomes. 
 

 Rôle de miR-483-5p et miR-139-5p dans les HUVEC  

Afin de définir plus précisément le rôle de miR-483-5p et miR-139-5p dans les HUVEC en 
s’affranchissant de la complexité moléculaire des vésisules extracellulaires, nous avons transfecté 
directement ces cellules avec des miRs mimétiques (mimics) et observé leurs effets.  

 Recherche de gènes cibles des miRs dans les HUVEC. 
Deux gènes cibles de miR-483-5p et miR-139-5p dans les cellules tumorales NCI H295R ont été 
identifiés par notre équipe : il s’agit des gènes codant pour les protéines NDRG2 et NDRG4131. Nous 
avons recherché si NDRG2 et NDRG4 sont également régulés par ces miRs dans les cellules 
endothéliales. Nos résultats préliminaires en Figure 47 semble indiquer que miR-483-5p et miR-139-
5p diminuent l’expression de NDRG2 et NDRG4, respectivement. Ces résultats suggèrent un effet 
comparable des 2 miRs dans les cellules cancéreuses et les cellules endothéliales sur ces gènes. 
Cependant, il reste à déterminer si cet effet s’exerce sur la stabilité des ARNm ou sur la traduction 
des ARNm en protéines. 
 

 
Figure 47 : Effet de miR-483-5p et miR-139-5p sur l’expression de leurs gènes cibles NDRG2 et NDRG4 dans les HUVEC.  Les protéines 
ont été analysées par western blot après transfection des HUVEC avec 10nM de miR-139-5p ou 10nM de miR-483-5p. La tubuline est 
utilisée comme témoin de charge (n=1). Les graphes de droite sont une quantification des westerns présentés à gauche. 
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 Effets de miR-483-5p et de miR-139-5p exogènes (10 nM) sur la migration et la 
tubulogenèse. 

Dans les analyses précédentes, nous avons observé que l’internalisation des exosomes dans les 
HUVEC induit une augmentation modeste de miR-483-5p et de miR-139-5p intracellulaires (1.5 à 2 
fois).  
Afin de mimer cette augmentation, nous avons transfecté les HUVEC par différentes doses de miRs 
mimics exogènes. La dose de 10nM de miRs mimics est celle utilisée classiquement pour les cellules 
tumorales dans la littérature. Elle a été utilisée pour les premières expérimentations dans les HUVEC. 
Sachant que les expériences de migration et de tubulogenèse sont arrêtées 6 jours post-tansfection 
(voir Matériel et Méthodes), nous avons déterminé le niveau intracellulaire des miRs exogènes 
pendant cette période de temps. 
 

 
Figure 48 : Dosage de miRs après 6 jours de transfection des HUVEC. Les graphes représentent l’expression de miR-139-5p (gauche) 
et miR-483-5p (droite) dans différentes conditions de transfection (légende en couleur. NT=Non Traité, Ctrl = mimic Contrôle 10nM, 
miR-139-5p=miR-139-5p 10nM, miR-483-5p=miR-483-5p 10nM, mix miR-483-5p+miR-139-5p 10nM = miR-139-5p 5nM + miR-483-5p 
5nM, miR-139-5p+483-5p 20nM=mix miR-483-5p 10 nM + miR-139-5p 10nM Les miR-139-5p et miR-483-5p sont surexprimés d’un 
facteur 1000 par rapport à leur expression basale après transfection de 10nM de mimics. Les barres horizontales indiquent les 
moyennes ± SD (n=2). 

Après 6 jours de transfection de 10 nM de miRs mimics, nous avons observé une augmentation de 
1000 fois du niveau de miR-139-5p et de plus de 5000 fois de miR-483-5p (Figure 48), ce qui est très 
largement supérieur aux niveaux de miRs détectés dans les HUVEC après internalisation des 
exosomes. Nous avons néanmoins testé cette concentration en miRs sur la migration et la 
tubulogenèse des HUVEC. 
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4.13.2.1 Migration des HUVEC transfectées par 10 nM de miRs mimics 
 
La Figure 49 montre que, de façon inattendue, miR-483-5p transfecté à 10 nM prévient la fermeture 
de la blessure d’une monocouche d’HUVEC et donc inhibe leur migration. 
 
 

    Sans traitement à T=0h         MiR-483-5p 10nM à T=0h    
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Figure 49 : Test de blessure après transfection des HUVEC par des miRs mimics contrôle ou miR-483-5p. Le test montre que 
la blessure se referme plus vite pour l’échantillon sans traitement que pour l’échantillon mi-483-5p à 10nM après 24h 
d’incubation. La zone en bleue permet de visualiser l’aire de la blessure. 
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La quantification de plusieurs expériences a révélé que la migration des HUVEC est principalement 
inhibée après la transfection de miR-483-5p à 10nM et celle du mélange (mix) de miR-483-5p et miR-
139-5p 10nM (Figure 50). 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
    

 
 
 
 
 
Figure 50 : Effets de miR-483-5p et de miR-139-5p transfectés à une concentration de 10 nM sur la migration des HUVEC. NT=Non 
Traité, Ctrl = mimic Contrôle 10nM, miR-139-5p=miR-139-5p 10nM, miR-483-5p=miR-483-5p 10nM, mix miR-483-5p/miR-139-5p 
(10nM) =miR-139-5p 5nM + miR-483-5p 5nM, miR-139-5p+483-5p (20nM) =mix miR-483-5p 10 nM + miR-139-5p 10nM. Ici, 15 
échantillons ont été analysés dans deux expériences indépendantes. Les résultats sont comparés pour un même temps. La normalité 
est vérifiée avec le test Shapiro-Wilk. Un test "two-Way ANOVA" significatif suivi d’un test de comparaison multiple de Tukey a été 
effectué. Des différences statistiques significatives ont été obtenues pour les groupes suivants : à 8h, Ctrl vs mix miR-483-5p 10nM 
(***p<0.001) ; de 10h à 26h en tous points: (Ctrl) vs mix miR-483-5p 10nM (****p<0.0001); à 12h, miR-139-5p 10nM vs mix miR-483-
5p et miR-139-5p 10nM-10nM (*p<0.05); à 14h et 16h, miR-139-5p 10nM vs mix miR-483-5p et miR-139-5p 10nM-10nM (**p<0.01); 
à 18h et 20h, miR-139-5p 10nM vs mix miR-483-5p et miR-139-5p 10nM-10nM (**p<0.01) ; à 23h et 26h, miR-139-5p mimic 10nM vs 
mix miR-483-5p et miR-139-5p 10nM-10nM (*p<0.005). Les valeurs représentent la moyenne ± SEM.  

4.13.2.2 Viabilité cellulaire des HUVEC transfectées par les miRs mimics à 10nM 
L’inhibition de la migration des HUVEC par miR-483-5p pourrait être liée à une altération de leur 
viabilité. Nous avons réalisé un test au PrestoBlue afin de mesurer l’activité des mitochondries 
(conversion de la résazurine en résofurine et émission de fluorescence). L’activité des mitochondries 
est le reflet de la viabilité cellulaire. La transfection de miR-483-5p à 10nM diminue significativement 
la viabilité des HUVEC (Figure 51). 
 
 

 

 

 

 

 

Figure 51 : Test de viabilité après transfection de miRs mimics à 10nM. Les abréviations sont identiques à celles décrites dans la Figure 
48. Ces résultats ont été obtenus par analyse de 15 échantillons différents dans deux expérimentations indépendantes. Après un test 
de normalité, un ANOVA significatif et un test de comparaison multiple de Tukey, les différences sont significatives pour le groupe 
Contrôle (Ctrl) vs le groupe miR-483-5p mimic 10nM (****p<0.0001). 
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4.13.2.3 Test de tubulogenèse 
Les images de la Figure 50 montrent que l’organisation des HUVEC en présence de miR-139-5p et de 
miR-483-5p à 10nM est clairement différente. MiR-139-5p à 10nM inhibe la formation de tubes 
tandis que miR-483-5p entraîne une désorganisation du réseau. La quantification des paramètres de 
tubulogenèse (impossible pour miR-139-5p) montre que le processus de tubulogenèse est inhibé par 
miR-483-5p à forte dose (Figure 52 et 53).  

 
Figure 52 : Tubulogenèse des HUVEC après transfection des miRs à 10 nM. La tubulogenèse est inhibée de façon différente pour miR-
139-5p et miR-483-5p. 
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La juxtaposition de l’image avec la macro permet de voir que la macro miR-139-5p est fausse et n’est pas 
interprétable (Figure 53). 
 

 

 
Figure 53 : Utilisation de la macro pour quantifier la tubulogenèse des HUVEC après transfection des miRs à 10 nM . La macro ne 
permet pas d’évaluer la tubulogenèse pour miR-139-5p. La représentation graphique ci-dessous exclue cette condition. Chaque image 
montrée ici est représentative des trois images acquises pour chaque condition. 
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Nous avons effectué la quantification des paramètres de la tubulogenèse avec la macro angiogenesis  
(Figure 54) 

 
                                          

                            
 
 
Figure 54 : Quantification de la tubulogénèse après transfection des miRs à 10 nM dans les HUVEC. On observe que tous les 
paramètres de tubulogenèse sont inhibés pour la condition miR-483-5p à 10nM. miR-139-5p ne permettant pas la formation des tubes 
à 10nM, il a été exclu de l’analyse. L’intervalle de branchement=longueur totale des segments/nombre d’éléments délimités par une 
jonction et une extrémité. NT=Non Traité, Ctrl = mimic Contrôle 10nM, miR-139-5p 10nM= miR-139-5p ; miR-483-5p 10nM=miR-483-
5p, mix miR-483-5p-139-5p (5nM+5nM) = miR-139-5p+483-5p (10nM), mix miR-483-5p-139-5p (10nM+10nM) = miR-139-5p+483-5p 
(20nM). Ces analyses proviennent de six échantillons différents issus de deux expériences indépendantes. Après un test de Kruskal-
wallis significatif suivi d’une comparaison multiple de Dunn’s, les différences sont significatives pour les groupes Ctrl vs miR-483-5p 
pour la longueur totale des segments de grande taille, le nombre de mailles, l’aire totale du maillage (*p<0.05) et pour l’intervalle de 
branchement (**p<0.01). 

 L’ensemble de ces résultats montrent que l’apport de doses massives de miRs exogènes induit un 
phénotype des cellules endothéliales à l’opposé de celui que nous avons observé avec les VE 
(inhibition versus promotion de la migration et de la tubulogenèse). Il était donc nécessaire de 
diminuer la quantité de miRs apportée aux cellules en transfectant des doses de miRs inférieures à 
10nM. 
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 Effets de faibles doses de miR-483-5p et de miR-139-5p exogènes sur la migration et la 
tubulogenèse. 

D’après la Figure 46, le dosage des miRs après internalisation des exosomes dans les HUVEC montre 
que la concentration en miR-483-5p et miR-139-5p intracellulaire est en moyenne multipliée par 1.5 
ou 2 dans les HUVEC. La quantité de ces miRs après transfection de 10nM est plus de 1000 fois celle 
des échantillons contrôles après 6 jours de transfection, ce qui représente des concentrations 
"supraphysiologiques". Nous avons donc cherché à déterminer une dose de miRs transfectés qui 
serait plus proche de l’apport obtenu avec l’addition de VE. 
Nous avons effectué des transfections de miR-139-5p et de miR-483-5p à des concentrations allant 
de 0.01 à 1nM. La dose de 1nM a été abandonnée car elle a montré une concentration encore 32 fois 
et 600 fois supérieure à la valeur du miR mimic contrôle 1nm pour miR-139-5p et miR-483-5p, 
respectivement (non montré). Les analyses suivantes ont été réalisées à 0,1nM et 0,01nM après 5, 6 
ou 7 jours de transfection. 
 

4.13.3.1 Efficacité de la transfection avec des doses de 0.01nM et 0.1nM de miRs mimics 
Les concentrations en miRs intracellulaires après transfection des mimics à 0.1nM restent élevées 
mais à 0,01 nM, elles commencent à se rapprocher des valeurs qu’on pourrait obtenir avec l’ajout de 
VE (Figure 55). 
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Figure 55 :  Expression de miR-139-5p et de miR-483-5p à 0.01nM et 0.1nM à 6 jours post-transfection: 6 jours après la transfection 
des miRs mimics à 0.01nM, les concentrations en miR-139-5p et miR-483-5p sont supérieures, respectivement, d’environ 3 et 15 fois 
aux valeurs contrôles. Pour miR-139-5p et miR-483-5p à 0.1nM, elles sont supérieures respectivement d’environ 15 et 80 fois aux 
valeurs contrôles. 
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4.13.3.2 Test de viabilité cellulaire au PrestoBlue 
Le test de viabilité a été effectué afin de déterminer si elle est affectée par des transfection de miRs 
en plus faibles doses que précédemment. 
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Figure 56 : Test de viabilité cellulaire après transfection de miR-139-5p et miR-483-5p à 0.01nM et 0.1 nM. Un test de viabilité 
cellulaire au PrestoBlue est effectué à 48 et 72h. Les barres représentent des moyennes ± SEM (n=5). Le test de Kruskal Wallis suivi 
d’une comparaison multiple ne donne pas de différences significatives entre les échantillons et le miR mimic contrôle de la même 
concentration à 48 et 72H. 
 
Les concentrations en miRs transfectés à 0.01nM et 0.1nM n’affectent pas la viabilité des HUVEC 
(Figure 56).  
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4.13.3.3 Tubulogenèse 0.01nM et 0.1nM 
Les résultats ci-dessus nous ont amenés à tester la concentration en miRs mimics de 0.01nM et 0.1 
nM sur la tubulogenèse des HUVEC (Figure 57). 
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Figure 57 : Tubulogénèse des HUVEC après transfection des miRs mimics à 0.01nM. Un test de Kruskall Wallis a été effectué pour 
chaque paramètre. Les barres représentent des moyennes ± SEM (n=3).  Aucune différence statistiquement significative n’est observée 
à 0.01nM pour les différentes conditions. NB =nombre. 
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A des concentrations faibles de miR-139-5p et miR-483-5p transfectés (0.01nM de miRs mimics), 
compatible avec ce que les exosomes peuvent apporter en miRs aux HUVEC, la tubulogenèse n’est 
pas affectée par rapport à celle observée dans les contrôles (Figure 57).  
 

• Tubulogenèse à 0.1nM de miRs. 
A 0.1nM, la tubulogenèse des HUVEC est encore une fois inhibée (non quantifiable par la macro pour 
les conditions miR-483-5p et mix-miR-483-5p/miR-139-5p. Les concentrations en miRs apportées 
sont encore très élevées (plus de 60 fois les valeurs initiales) et dépassent largement celles apportées 
par l’ajout d’exosomes aux cellules.  
 

 
Figure 58 : Tubulogenèse des HUVEC transfectées par 0.1nM de miRs mimics. La tubulogenèse avec des concentrations en miRs 
mimics de 0.1nM est inhibée par rapport au contrôle pour les trois conditions : miR-139-5p, miR-483-5p, mix de miR-483-5p et miR-
139-5p. 

 
 
 
 
 
 

24h mix miR-483-5p et 
miR-139-5p mimic 
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4.13.3.4 Migration des HUVEC transfectées par 0.01nM et 0.1nM de miRs mimics 
Le test de la blessure a été réalisé dans les mêmes conditions que précédement avec des concentrations 
différentes en miRs mimics (Figure 59). 
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Figure 59 : Migration des HUVEC transfectées par 0.01nM et 0.1nM de miRs mimics. Les résutats représentent des moyennes ± SEM. 
Pour comparer chaque condition (contrôle mimic 0.01nM versus miR-139-5p, miR-483-5p, miR-483-5p+miR-139-5p à 0.01nm, et 
contrôle mimic 0.1nM versus miR-139-5p, miR-483-5p, miR-483-5p+miR-139-5p à 0.1nm, des tests t multiples t ont été effectués. Il 
n’y a pas de différence significative observée pour les différentes conditions. 

Dans des concentrations proches en miRs de celles qui sont apportées par les exosomes, la migration 
cellulaire n’est pas inhibée par les miR-483-5p, miR-139-5p et le mix des deux miRs.  
 
L’ensemble de ces résultats suggère la complexité de mimer l’activité des miRs véhiculés par les exosomes 
dans les cellules HUVEC par des approches de transfection. Il est donc important de mettre en place la 
production d’exosomes déplétés en miR-139-5p et miR-483-5p pour clarifier leur rôle dans les HUVEC. Par 
ailleurs, les effets pro-angiogéniques des exosomes peuvent aussi être associés à l’action d’autres molécules 
(protéines, ARN longs non-codants, etc). 

4.13.3.5 Mise en place de la co-culture de NCI h295R et des HUVEC en 3D (sphéroïdes). 
Afin de mimer au plus près les interactions entre cellules NCI H295R et les HUVEC qui seront utilisées 
dans les expériences ultérieures, nous avons décidé de mettre en place des co-cultures en 3 
dimensions (3D) ou sphéroïdes selon le protocole décrit dans Matériel et Méthodes. La génération 
de sphéroïdes NCI-H295R/HUVEC nécessitant une durée plus longue que les cultures 2D, nous avons 
marqué les 2 types cellulaires de façon stable par transduction des cellules avec des lentivirus 
exprimant un fluorophore : GFP pur les NCI H295R et RFP (Red Fluorescent protein) pour les HUVEC. 
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Les cellules HUVEC ont été transduites avec un lentivirus exprimant le gène FLT1-RFP et le gène de 
résistance à la néomycine. Des expériences de dose-réponse ont permis de définir que la 
concentration de néomycine nécessaire à la sélection des cellules transduites est de 500µg/ml. Les 
cellules NCI-H295R ont été transduites avec un lentivirus exprimant la GFP et un gène de résistance 
à la puromycine. Le choix de la dose de puromycine pour la sélection des cellules NCI-H295R a été 
réalisé de la même façon que pour la néomycine par une doctorante de l’équipe. La dose optimale 
de puromycine pour les NCI-H295R est de 5µg/ml. 
La visualisation des sphéroïdes a été effectuée images à l’aide du système Incucyte Zoom (Figure 60). 

  
 
 

 

 

Figure 60 :  Images de sphéroïdes HUVEC/NCI-H295R le jour de leur formation (J0) et à J7. Les cellules NCI-H295R fluorescent en vert 
et les HUVEC en rouge. Chaque sphéroïde est ensemencé à partir de 2000 cellules NCI-H295R et 1000 cellules HUVEC. Le sphéroïde se 
forme après centrifgation. Celui-ci est plus compact à J7 et les HUVEC sont concentrées en son centre. Les images ont été réalisées 
avec le système Incucyte zoom. Echelle : 300 µm. 

Après fixation et coloration des cellules avec le fluorophore Hoechst pour le noyau, les sphéroïdes 
ont été aussi analysés au microscope Airyscan LSM880 Fast (Figure 61). 
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Figure 61 : Image de sphéroïdes HUVEC/NCI-H295R, 7 et 10 jours après leur formation, réalisée avec l’Airyscan LSM880 Fast. Chaque 
sphéroïde est ensemencé à partir de 2000 cellules NCI-H295R et 1000 cellules HUVEC. 
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Les images obtenues à l’Airyscan (Figure 61) montrent que les sphéroïdes au départ constitués d’un 
mélange homogène des deux types cellulaires, s’organisent. Après 7 et 10 jours, les HUVEC sont 
réparties de manière plus dense à l’intérieur du sphéroïde. La taille du sphéroïde augmente de 
200µm à 340µm de J7 à J10, ce qui suggère que les cellules prolifèrent. Nous n’avons, cependant pas 
observé de formation d’un pseudo-réseau vasculaire. 
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 DISCUSSION 
 
 
L’objectif de ce travail était d’explorer la communication potentielle entre les cellules du carcinome 
corticosurrénalien et les cellules endothéliales via les exosomes et des miRs exosomaux puis 
d’étudier l’impact de ces microvésicules sur les cellules endothéliales in vitro.  
 
Les modèles utilisés sont les cellules NCI-H295R de carcinome corticosurrénalien et les cellules 
endothéliales HUVEC. Dans un premier temps, j’ai standardisé la méthode permettant la récolte des 
exosomes. L’isolation des exosomes à partir de cellules NCI-H295R a été effectuée par la méthode de 
centrifugation différentielle, suivie d’une filtration à 0.2µm, les deux dernières étapes sont des 
ultracentrifugations. Nous avons utilisé le terme de vésicules extracellulaires (qui comprend les 
exosomes et les microvésicules), même si la centrifugation à 10000g et la filtration à 0.2µm permet 
d’éliminer une grande partie des microvésicules. Les microvésicules se différencient des exosomes 
de part leur origine : les exosomes sont issus d’un processus endosomial (par invagination du 
cytoplasme), alors que les microvésicules sont formées par bourgeonnement, notre méthode 
d’ultracentrifugation utilisée ne permet pas de certifier que la préparation est déplétée en 
microvésicules, mais elle est cependant enrichie en exosomes. Par extension, le résultat de 
l’extraction de ces préparations provenant de cette méthode de centrifugation différentielle suivie 
par deux ultracentrifugations est appelé « exosomes ».     
 Afin de pouvoir effectuer des tests fonctionnels sur les cellules, tous les stades de la récolte ont été 
réalisés en milieu stérile. L’étape limitante est la quantité substancielle de milieu de culture des 
cellules NCI H295R nécessaire. Cette quantité importante de milieu (plusieurs centaines de ml), ne 
pouvait pas être envisagée lorsque les cellules devaient être traitées par transfection d’antagomiRs 
ou de miRs mimics (coûts très élevés). Pour cette raison, j’ai testé deux kits d’extraction d’exosomes 
commerciaux. Cependant, les deux kits testés n’ont pas permis d’obtenir des préparations 
homogènes. De plus, les marqueurs spécifiques des exosomes n’ont pas pu être détectés dans les 
préparations, ce qui les disqualifie pour leur utilisation dans les expériences sur les HUVEC. Les 
exosomes isolés n’ont pas été assez abondants pour pouvoir détecter les protéines caractéristiques 
des exosomes par Western Blot. Il est à noter que des cellules NCI H295R déplétées de façon 
inductible en miR-483-5p et miR-139-5p par une approche de transduction lentivirale sont en cours 
de génération. Ces cellules nous permettrons de nous affranchir des limites de la transfection de miRs 
synthétiques.  
Les exosomes isolés par ultracentrifugation ont permis de mettre en évidence l’effet promoteur des 
exosomes sur l’angiogenèse : la migration et la tubulogenèse des cellules endothéliales est 
augmentée lorsqu’on ajoute des exosomes produits par les cellules tumorales aux HUVEC en culture. 
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Nous avons isolé puis comparé le miRnome et le protéome des exosomes et des extraits cellulaires 
de NCI-H295R. L’analyse approffondie de ces données par les bioinformaticiens de l’équipe est 
toujours en cours.  
 
La présence de protéines enrichies dans les préparations d’exosomes par rapport aux cellules 
parentales a été mise en évidence par une étude de spectrométrie de masse. L’enrichissement 
significatif en protéines dans les exosomes par rapport aux cellules parentales a été observé pour 18 
protéines dont le rôle dans la tumorigenèse est décrit ci-dessous.  

 Protéines favorisant l’angiogenèse : 
La protéine lactadhérine qui est exprimée à la surface des exosomes135, est concentrée plus de 1400 
fois dans les exosomes par rapport aux cellules NCI-H295R. Celle-ci peut être à l’origine de la 
phosphorylation d’AKT que nous avons observée en présence d’exosomes. En effet, même en 
absence de VEGF, la lactadhérine, en interagissant directement avec l’intégrine αvβ3 et l’intégrine 
αvβ5, peut activer la voie de signalisation du VEGF en phosphorylant AKT. L’inhibition par un 
anticorps spécifique de l’intégrine αvβ3 ou αvβ5 en présence de lactadhérine diminue la 
phosphorylation d’AKT136. Les données protéomiques n’ont pas mis en évidence la présence de VEGF 
dans les exosomes bien que ce facteur de croissance soit plus exprimé dans le carcinome 
corticosurrénalien que dans les glandes surrénales normales. Le VEGF est également détecté dans le 
milieu de culture conditionné des NCI-H295R (données non montrées). 

 Protéines impliquées dans le processus métastatique et/ou la prolifération cellulaire 
L’hémopexine se concentre plus de 80 fois dans les exosomes par rapport aux cellules. C’est une 
proteine plasmatique qui se lie à l’hème dans le sang137. D’autre part, la plupart des matrix 
métalloprotéases MMP (sauf la MMP7 et la MMP26) ont une structure multi-domaines comprenant 
le peptide de signal, le domaine pro-peptide zymogène, un domaine catalytique, une région de 
charnière variable et un domaine d’hémopexine. Ces MMP peuvent dégrader la matrice 
extracellulaire des parois des vaisseaux138. Une surexpression de ce domaine d’hémopexine au 
niveau des MMP3 de cellules métastatiques LUM1 (cellules murine de carcinome de poumonen) 
entraîne une augmentation de la prolifération et de la migration de ces cellules139.  
La protéine Heparan Sulfate proteoglycan core protein (HSPG2) aussi appelée perlécan est 500x fois 
plus concentrée dans les exosomes que dans les cellules NCI-H295R. Les HSPGs sont des constituants 
de la matrice extracellulaire. Les capacités invasives des cellules cancéreuses ainsi que l’angiogenèse 
peuvent être augmentés en présence de cette protéine140. Un niveau élevé de cette protéine dans le 
cancer de la prostate serait un indicateur du stade tumoral et des capacités métastatiques et 
invasives. De plus, des échantillons de moelle osseuse de patients atteints de leucémie myéloïde 
aïgue présentent un taux de perlécan plus élevé que des sujets sains (p<0.001)141. L’action 
métastatique des HSPG2 est liée aux chaînes d’héparane sulfate qui interagissent avec des molécules 
impliquées dans le processus métastatique142. 
 La galectin-3-binding-protéin (Gal-3BP) est également une protéine enrichie dans les exosomes 
(100x plus que dans les cellules). Dans des expériences utilisant des cellules cancéreuses du sein 
MDA-MB-231 et des cellules normales mammaires MCF10A, l’ajout de Gal-3BP induit plus 
d’agrégation entre les cellules cancéreuses que les cellules normales du sein. La Gal-3BP se lie à la 
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Galectine -1 dans ces cellules et cette agrégation permet aux cellules cancéreuses de mieux survivre 
dans le flux sanguin pendant le processus de métastastatique143. 
Les laminines, des glycoprotéines composées de sous-unités α, β, et γ, sont enrichies dans les 
exosomes (plus de 75x pour la sous-unité alpha2 et la sous-unité gamma-1 et plus de 28 fois pour la 
sous-unité β1). La laminine 2 est composée de sous-unités α1, β2 et γ1144. Il existe 16 différentes 
laminines. Ces protéines de la membrane basale ont été impliquées dans l’invasion et les métastases. 
Elles ont un rôle dans l’adhérence cellulaire et dans le système immunitaire145.  
La Latent-transforming growth factor beta-binding protein 1(LTBP1) est un composant important 
de la matrice extracellulaire 146 La surexpression de LTBP1 dans le cancer de l’eosophage est associée 
à la présence de métastases dans les ganglions lymphatiques. LTBP1 favorise l’EMT et la 
transformation des fibroblastes en Cancer associated fibroblastes (CAF)146. 
CD81 est une tétraspanine qui est enrichie dans les exosomes de cellules NCI-H295R. Son inhibition 
dans les cellules humaines du cancer de la prostate PC3, DU145, and LNCaP diminue de manière 
significative la prolifération, la migration et l’invasion des ces cellules147. 
L’intégrine α9 (enrichie dans les exosomes) est une sous-unité qui se combine avec une sous-unité 
β1 pour former l’intégrine α9β1. Cette intégrine permet l’adhérence cellule-cellule. Elle facilite 
l’angiogenèse en se liant au VEGF-A et favorise le processus d’EMT148.  
La sérotransferrine permet le transfert du fer. Elle aurait un potentiel diagnostic dans le cancer 
ovarien. La sérotransferrine se lie aux récepteurs de transferrine I et permet l’assimilation cellulaire 
du fer. L’excès de fer peut contribuer au développement tumoral149. 
La prostaglandine F2 semble augmenter l’agressivité des tumeurs 150. 
 
L’alpha-2 macroglobuline est concentrée environ 400 fois plus dans les exosomes que dans les 
cellules parentales NCI H295R. Notre laboratoire a mis en évidence en 1994 la sécrétion de l’alpha-
2-macroglobuline par les cellules primaires corticosurrénaliennes bovines dans le milieu de culture. 
L’analyse par immunohistochimie de coupes de glande surrénale a révélé que cette molécule est 
uniquement détectée sur les parois des veinules et artérioles à la surface des cellules endothéliales 
et absente dans les cellules corticosurrénaliennes151. Un processus de sécrétion de cette molécule 
pourrait donc être les exosomes. L’alpha-2-macroglobuline peut se lier avec IGFBP1 ou IGFBP2 qui 
peuvent entrer en compétition avec les IGF1 ou IGF2152. 
 
La protéine Immunoglobin G1 heavy chain (IGHG1) est aussi enrichie dans les exosomes. Elle est 
surexprimée dans le cancer de la prostate. L’inhibition de IGHG1 supprime l’activation de la voie 
MEK/ERK/c-Myc in vitro dans les cellules DU145  de cancer de la prostate et in vivo chez des souris 
auxquelles des cellules DU145 ont été inoculées puis traitées avec un anticorps anti IGHG153.  
La protéine Major Vault Protein (MVP) intervient dans l’export sélectif de certains miRs comme miR-
193a dans les cellules murines de carcinome colorectal. Sa répression entraîne une accumulation de 
ce miR dans les cellules parentales154. 
 
La tétraspanine 7 (TSPAN7), un membre de la famille des tétraspanines, est une molécule 
transmembranaire des exosomes. TSPAN7 est fortement surexprimée dans le cancer du poumon 
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chez les patients et dans les lignées cellulaires de cancer du poumon non à petites cellules (NSCLC ou 
non-small cell lung cancer) telles que les H1299, H460, H292 et A549, comparées aux cellules du 
poumon normales (BEAS-2B). La surexpression de TSPAN7 dans les cellules A549 et H1299 augmente 
leur prolifération et leur migration ainsi que l’expression de protéines impliquées dans l’EMT telles 
que la vimentine et la N-cadherine, et diminue le taux de E-cadherin. In vivo, l’injection de cellules 
A549 surexprimant TSPAN7 en sous-cutané chez des souris Nude augmente la taille des tumeurs par 
rapport à l’injection de cellules A549 type sauvage155. 
La protéine Immunoglobulin Superfamily, member 8 (IGSF8) est également enrichie dans les 
exosomes de cellules NCI-H295R. Elle s’appelle également EWI-2. C’est une protéine qui forme des 
complexes stoechiométriques avec CD81 et CD9156. EWI-2 est présente dans les exosomes de cellules 
du cancer de la prostate PC3. Elle participe à la sélection des miRs dans les exosomes. Le knockout 
de IGSF8 induit une diminution de la concentration en miR-29a, miR-149-3p et miR-3934-5p dans les 
exosomes157. L’alpha-globuline enrichie dans les exosomes de NCI-H295R a été détectée également 
dans les exosomes de cellules hépatiques158.  
 
Une part importante des protéines décrites ci-dessus et trouvées enrichies dans les exosomes de NCI-
H295R font partie de la composition même des exosomes et des matrices extracellulaires. Elles sont 
souvent impliquées dans des processus favorisant la tumorigenèse. 
 
Nous avons observé que les petits ARN, dont les miRs, représentent presque la moitié des ARN 
mesurés dans les exosomes de cellules NCI-H295R. Une surexpression de miR-139-5p et de miR-483-
5p a été trouvée dans les tumeurs des patients porteurs de carcinome corticosurrénalien, 131. Ces 
miRs ont également été identifiés dans les exosomes de NCI-H295R. De façon intéressante, miR-483-
5p est plus abondant que miR-483-3p dans les exosomes, ce qui suggère l’export sélectif de miRs 
provenant d’un même précurseur. D’autre part, pour une même quantité de microARN, l’expression 
de miR-483-5p est aussi importante dans les cellules que dans les exosomes, tandis que les 
expressions de miRs-483-3p et de miR-139-5p sont beaucoup plus faibles dans les exosomes. Cela 
suggère que certains miRs sont plus abondants dans les exosomes que dans la cellule et seraient 
destinés à l’export vers l’espace extracellulaire. Des protéines comme HNRPA2/B1 et HNRNPA1 
participent à cette sélection, notamment à celle de miR-483-5p159. Les miRs quantifiables dans le 
milieu extracellulaire sont protégés de la dégradation. Les exosomes, peuvent jouer ce rôle de 
protection (dans notre cas, cela pourrait être pour miR-483-5p). 
MiR-483-3p est aussi abondant dans le milieu de culture que dans les cellules pour une même 
quantité totale de petits ARN. Cependant, il est moins représenté dans les exosomes. Cela suggère 
que miR-483-3p est sécrété dans le milieu par un mécanisme différent, possiblement lié à des 
protéines comme Argonaute 2 (Ago2) ou les Hight Densité Lipoprotéine (HDL).  En effet, l’association 
de certaines protéines aux microARN extracellulaires confèrent également à ces derniers une 
protection contre la dégradation; les protéines Argonaute et HDL ont été identifiées comme 
protéines associées aux microARN dans le milieu extracellulaire 160. 
Pour étudier l’impact potentiel des exosomes de cellules NCI H295R sur le phénotype des cellules 
endothéliales, nous avons tout d’abord cherché à visualiser leur capture par celles-ci in vitro. Nous 
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avons mis en évidence la pénétration des exosomes dans les cellules HUVEC par microscopie 
confocale de fluorescence en temps réel : les exosomes de NCI-H295R semblent adhérer aux cellules 
endothéliales au bout d’une dizaine de minutes, puis pénétrer en moins de 2 heures dans le 
cytoplasme. Quelques vésicules extracellulaires ont été visualisées aussi dans le noyau. Dans les 
expériences de co-culture de cellules NCI-H295R et de cellules HUVEC, nous avons mis en évidence 
la pénétration d’exosomes fluorescents de cellules NCI-H295R dans les HUVEC dans des conditions 
plus "physiologiques". De façon intéressante, nous avons observé un contact physique entre cellules 
tumorales et cellules endothéliales via des "tubes" qui véhiculent de petites inclusions très 
fluorescentes, possiblement des exosomes. Les filopodes et les nanotubes de type tunel (TNT), des 
protubérances émanant des cellules et contenant de l’actine ont été décrites. Les TNT, contrairement 
aux filopodes, peuvent transporter des vésicules161, visualisées au microscope électronique. Ainsi, les 
protubérances visibles que nous avons observées sont potentiellement des TNT qui permettraient 
aux cellules cancéreuses d’injecter directement les exosomes dans la cellule réceptrice162 (ici la 
cellule endothéliale). Ce mécanisme viendrait s’ajouter à l’internalisation des exosomes en 
suspension dans le milieu environnant. 
 
Dans un deuxième temps, nous avons étudié l’action de miR-483-5p et 139-5p véhiculés par les 
exosomes ou apportés de façon exogène sur les cellules endothéliales, notamment sur leur capacités 
migratoires et d’organisation en pseudo-tubes. Une comparaison de l’action de ces deux miRs dans 
les HUVEC sur des gènes cibles identifiés dans les cellules tumorales a été effectuée.  
Nous avons observé que l’expression de NDRG2, une cible de miR-483-5p, est réprimée dans les 
cellules HUVEC transfectées par ce miR. Cette protéine a un rôle anti-tumoral bien caractérisé. Des 
souris C57BL6/J invalidées pour NDRG2 (KO) spécifiquement dans l’intestin, présentent une 
inflammation importante à 18 et 36 semaines. Le déficit en NDRG2 entraîne une rupture de l’intégrité 
des jonctions adhérentes avec une diminution importante de la E-cadhérine. NDRG2 augmente la 
liaison avec FBX011 pour induire la dégradation de Snail163, un facteur de transcription qui réprime 
l’expression de la E-cadherine et promeut l’EMT. Ainsi, la suppression de Snail via NDRG2 empêche 
le processus d’EMT qui est important dans la progression tumorale163. 
D’autre part, nous avons montré que l’expression de NDRG4 est réprimée par miR-139-5p dans les 
HUVEC transfectées par ce miR. Le rôle de NDRG4 est plus controversé dans la progression tumorale. 
Dans des cellules de méningiomes humains IOMM-Lee et CH-157 transfectées avec des vecteurs 
lentiviraux shNDRG4, la prolifération cellulaire diminue à 48 et 72h par rapport aux cellules contrôles. 
Les cellules transfectées ShNDRG4 surexpriment le facteur pro-apototique BAX, les caspases clivées 
9 et 3 et sous-expriment le facteur anti-apoptotique BCL2164. Les cellules endothéliales murines du 
cerveau bEnd.3, mises en présence de milieu conditionné provenant de celllules IOMM-Lee et CH-
157 MN déplétées en NDRG4, ont des capacités angiogéniques diminuées par rapport aux conditions 
contrôles. En effet, la tubulogenèse, l’invasion et la prolifération de ces cellules sont diminuées165. 
En revanche, chez des patientes atteintes de cancer du sein, la méthylation du promoteur de NDRG4 
empêche la transcription de ce gène, entraîne une diminution de leur survie et augmente le risque 
de métastase. La déplétion en NDRG4 dans les cellules d’adénocarcinome mammaire MCF-7, 
entraîne une augmentation de l’adhérence de ces cellules aux ganglions lymphatiques et de leur 
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migration en présence de vitronectine in vitro. Nous avons montré que la sous-expression de NDRG4 
dans le carcinome corticosurrénalien est impliquée dans son agressivité et le mauvais pronostic des 
patients. 
 
Dans les tests fonctionnels sur les HUVEC, nous avons montré que l’addition d’exosomes de NCI 
H295R favorisent l’angiogenèse. Des concentrations croissantes en exosomes augmentent de façon 
dose-dépendante les paramètres caractérisant la tubulogénèse tels que le nombre de nœuds, de 
jonctions de grandes tailles, le nombre de mailles et le nombre de jonctions. Ces observations sont 
accompagnées d’une augmentation de la phosphorylation d’AKT dont les mécanismes restent à 
élucider. Nous avons trouvé que les exosomes contiennent un grand nombre de protéines pro-
angiogéniques comme par exemple la lactadhérine. L’activation de AKT peut être liée à la présence 
de lactadhérine comme mentionné précédemment. De plus, en phosphorylant le facteur de 
transcription Forkhead box O (FoxO), AKT inhibe ses fonctions et induit la survie, la croissance et la 
prolifération cellulaires166. 
Pour étudier le rôle de miR-139-5p et miR-483-5p dans les HUVEC, nous avons tout d’abord inhibé 
leur expression dans ces cellules. Il est à noter que leur expression basale est quasi-négligeable 
comparée à celle des cellules tumorales NCI H295R. L’antagonisation des 2 miRs endogènes n’a pas 
d’effet significatif sur la migration des HUVEC. En revanche, l’ajout des exosomes dans ces conditions 
n’a plus l’effet significatif observé lorsqu’ils sont utilisés seuls sans inhibition des miRs, pour les 
antagomiRs contrôles, 139-5p et 483-5p, ce qui suggère un effet non spécifique des antagomiRs. 
Cependant, il aurait fallu disposer d’exosomes déplétés en miR-139-5p et miR-483-5p afin d’observer 
un effet spécifique de ces exosomes en les comparant aux effets des exosomes « type sauvage » de 
NCI H295R.  
Les kits d’extraction des exosomes de cellules NCI H295R traitées avec des antagomiRs n’ayant pas 
abouti à des préparations satisfaisantes, nous avons opté pour un apport de miRs exogènes par 
transfection de miRs synthétiques (miR mimics) pour tenter de mimer l’apport en miRs des 
exosomes. Cependant, la transfection d’une concentration de miR mimics de 10nM dans les HUVEC, 
inspirée de nos protocoles sur les cellules tumorales, s’est avéré supraphysiologique. En effet, l’ajout 
de 1 à 10µg d’exosomes aux cellules HUVEC augmente plus de deux fois la concentration en miR-139-
5p et miR-483-5p, alors que la transfection de 10 nM de miRs augmente de 1000 à 5000 fois leur 
niveau endogène. Nous avons principalement observé que miR-139-5p et miR-483-5p ont une action 
anti-angiogénique à ces fortes doses, probablement par une action non-spécifique sur de nombreux 
gènes. Ces résultats pourraient s’expliquer par l’existance de cibles des microARN très variées. Dans 
targetscan la région cible est appelée seed et est située au niveau des positions 2-7 du miR mature. 
Les sites cibles des miRs qui s’apparient de manière canonique à l’extrémité 3’UTR sont classés par 
ordre d’efficacité : 
-Le site 8mer (Watson-Crick match pour les positions 2-8 avec une Adénosine en position 1) : cela 
veut dire que l’appariement des bases est total (A-T ; G-C) pour les bases comprises entre la 2ème et 
la 8ème position du miR mature. L’adénine en position 1 permet une meilleure fixation du miR à sa 
cible.  
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-le site 7mer-m8 site (appariement parfait pour les positions 2-7]), avec de l’Adénosine en opposition 
au miR en position 1.  
-deux autres site canoniques sont associés à des laissions plus faibles : ce sont les 6 mer (qui 
présentent uniquement un appariement des positions (2-8) et les offset-6 mer(appariement des 
positions 3-8) 
En se focalisant sur les protéines qui jouent un rôle important dans l’angiogenèse, on peut observer 
avec targetscan que NOTCH1 est une cible de miR-139-5p avec un « site type de 8mer ». 
Par opposition, la throbospondin1 (TSP1) est une cible de miR-139-5p avec un site 7mer-m8, son 
inhibition favorise l’angiogenèse. La thromospondin1 est à l’origine de la synthèse de capsase3/7 
donc  l’apotose dans une culture de follicules est activée en présence de TSP1167. 
D’autre part, DLL4 peut être la cible de miR-483-5p avec un « site type de 7mer-A1 » ce sont donc 
des liaisons de bonne efficacité. 
Le VEGF est à l’origine de la synthèse de DLL4 dans les cellules endothéliales de front(tip cell) et de 
l’activation de la voie de signalisation impliquant , Notch, dans les cellules de soutien (stalk cell)168. 
En l’absence de DLL4 et NOTCH, ce processus d’angiogenèse est inhibé. Dans nos tests de 
fonctionalité, l’inhibition de ces 2 cibles pourraient être à l’origine de la diminution de la migration 
et de la tubulogenèse dans les cellules HUVEC. 
 
D’autres protéines comme la MAPK3 sont aussi une cible avec un « site type de 8mer » pour miR-
483-5p. Dans les cellules du cumulus granulosas, 2 protéines ont été identifiées comme cible de miR-
483-5p : il s’agit de MAPK3 et NOTCH3. La transfection de plasmide rénilla/ luciférase-3’UTR de 
Notch3 ou MAPK3 ainsi que de miR-483-5p montrent une diminution de l’activité de la luciférase qui 
n’est plus visible avec un plasmide muté en 3’UTR169. 

 

Pour observer l’effet physioloqique de nos miRs d’intérêts (139-5p et 483-5p), nous les avons utilisés 
à des concentrations plus faibles. La concentration de 0,01 nM induit une augmentation de 
l’expression des miRs d’environ 3 fois pour miR-139-5p d’environ 10 fois pour miR-483-5p, ce qui est 
plus acceptable pour mimer l’apport des exosomes. Cependant, à ces concentrations, nous n’avons 
pas observé de promotion de la tubulogenèse.  
L’ensemble de ces résultats met en lumière la complexité des mécanismes mis en jeu par les miRs 
extracellulaires. Notre hypothèse actuelle est que l’action pro-angiogène des exosomes associe 
l’action de miRs et de protéines véhiculés par les exosomes. Pour clarifier nos observations, nous 
avons initié la production de cellules NCI H295R déplétées en miR-139-5p et miR-483-5p par une 
procédure de transduction lentivirale (travaux d’une doctorante de l’équipe). Des "miR-sponges" 
inductibles, dont la propriété est de séquestrer les miRs endogènes, sont en phase de test.  
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 PERSPECTIVES 
 
 
La recherche sur les exosomes présente un intérêt scientifique croissant. En effet, le nombre de 
publications dans ce domaine ne cesse de s’accroître : dans Pubmed, il est passé de moins de 10 
publications en 1992 pour atteindre plus de 20 000 en 2021. Environ la moitié des publications sur 
les exosomes porte sur le cancer. La limite à ce domaine de recherche est la méthode d’extraction 
des exosomes. Une première perspective serait de trouver une méthode moins contraignante que 
l’ultracentrifugation pour les isoler. Comparer les techniques existantes, concentrer les échantillons 
avant traitement ou utiliser des techniques novatrices comme la microfluidique170 pourraient rendre 
cette recherche moins fastidieuse. Pour mener à bien ces travaux, il faudrait combiner des 
connaissances biologiques à des connaissances en physique des nanoparticules et en chimie. 
 
 
Nous avons travaillé sur des exosomes de carcinome corticosurrénalien afin de comprendre 
comment ces exosomes sont impliqués dans la progression tumorale. Il faudrait pouvoir également 
isoler des exosomes de cellules corticosurrénaliennes normales afin de les comparer à ceux des 
cellules cancéreuses. Ces cellules ne sont pas disponibles commercialement. La mise en culture de 
ces cellules pourrait étre réalisée à partir de glande surrénale prélevée en même temps que le rein 
lors d’une greffe de rein. 
 
 
Nous avons étudié les interactions entre les exosomes produits par des cellules de carcinome 
corticosurrénalien et les cellules endothélilales. Cependant, le micro-environnement tumoral (tumor 
microenvironnement ou TEM) est constitué de la matrice extracellulaire (extracellular matrix ou 
ECM), des cellules stromales comme les fibroblastes (cancer associated fibroblastes ou CAFs) et les 
cellules mésenchymateuses stromales MSC, des péricytes, parfois des adipocytes, d’un réseau 
vasculaire sanguin et lymphatique et de cellules immunes 171. Les cellules de cet environnement 
tumoral peuvent elles-mêmes produire des exosomes qui favorisent la tumorigenèse et la résistance 
aux traitements anti-cancéreux97. Le TEM pour le cancer de la surrénale est constituté principalement 
de cellules endothéliales, de quelques CAFs et de très peu de cellules immunitaires172. En effet, les 
glucocorticoïdes ont une action immunosuppressive en inhibant l’action des lymphocytes et en 
activant leur apoptose. Ils peuvent même à forte dose inhiber la production de lymphocytes B et T 
et modifier la sécrétion des cytokines des lymphocytes. L’étude des effets des exosomes de NCI-
H295R sur les fibroblastes, notamment sur leur prolifération et leur transformation en CAF, pourrait 
être envisagée. En effet, les exosomes d’autres types de cellules cancéreuses produiraient du TGFβ, 
qui permettrait la transformation des fibroblastes en CAF173.  
 
Une production d’exosomes modifiés pourraient permettre de traiter des tumeurs et leurs 
métastases. En effet, les exosomes portent à leur surface des protéines CMHI174 . Ils peuvent 
présenter un antigène présent de manière anormale dans la tumeur et stimuler ainsi la réponse 
immunitaire. Le traitement des cellules par des antagomiR réduit également les miRs ciblés dans les 
exosomes des cellules traitées. De même, des cellules traitées avec des miRs mimics pourraient 
produire des exosomes enrichis en miRs spécifiques. Ainsi, produire des exosomes porteurs d’un 
anticorps contre un antigène surexprimé dans la tumeur et contenant des miRs qui ciblent des 



88 
 
 

protéines impliquées dans l’immunomodulation ou dans la synthèse des glucocorticoides pourrait 
ouvrir une nouvelle voie thérapeutique. Il existe déjà des systèmes de production d’exosomes avec 
CMH I portant un anticorps antitumoral175. 

 
Par ailleurs, la recherche sur les microARN est également en croissance constante. Dans Pubmed, 5 
articles ont été publiés en 2001 pour atteindre 19 131 en 2020. Ces petits ARNs qui régulent 
l’expression des gènes sont impliqués dans tous les processus physiologiques et dans le cancer176 
Pour le cancer de la surrénale, une étude de notre équipe65 a montré qu’une surexpression de miR-
483-5p dans le carcinome corticosurrénalien (CCS) permet de discriminer ceux-ci par rapport aux 
adénomes (ACS), des tumeurs bénignes. D’autre part, 2 autres miRs, miR-335 et miR-195 sont sous-
exprimés dans les CCS par rapport aux ACS. Leur niveau d’expression dans les exosomes n’a pas 
encore été étudié. L’ajout de miRs mimics aux cellules NCI-H295R permettrait d’une part de 
déterminer si ces 2 miRs ont une action anti-tumorale et d’autre part s’ils sont sécrétés dans les 
exosomes et s’ils affectent l’angiogenèse. Ils pourraient être utilisés comme traitement in vivo dans 
des modèles pré-cliniques de CCS après implantation de cellules NCI-H295R chez des souris 
immunodéficientes. 
 
L’ensemble de ces perspectives vise à mieux comprendre le rôle des exosomes et des microARN dans 
dans un contexte physiologique et pathologique avec comme but ultime l’identification de 
biomarqueurs robustes et la mise en place de thérapies innovantes dans un contexte de médecine 
personnalisée. 
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