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RESUME

Les vésicules extraceliulaires (VEs) sont des nanovésicules libérées par divers types de cellules.
Il existe 3 principaux types de VEs qui différent par leurs tailies et leurs sites de biogenése : les
corps apoptotiques (1-10 um), ies microvésicules (0,1-1 pm) et les exosomes (40-150 nm). Ces
derniers sont capables de transporter une variété de molécules biologiques (lipides, ARNs et
protéines) et jouent un réle important dans la communication intercellulaire. Plusieurs études
suggérent que fes VEs peuvent traverser la barriére hématoencéphalique (BHE). Cependant les
evidences sont indirectes et les mécanismes responsables de ce transport sont encore inconnus.
Nous émettons I'hypothése que les VEs plasmatiques humaines issues de sujets sains sont
capables de franchir la BHE de maniére intacte et d’atteindre le systéme nerveux central. Les
objectifs de I'étude sont d'isoler les VEs plasmatiques, les caractériser et d'analyser leurs
perméabilités a travers la BHE sur un modéle in vitro et in vivo. Les caractérisations se déroulent
en quatre étapes : soit |a microscopie électronique pour la morphologie, les « Western blot » pour
la présence de marqueurs vésiculaires et la technique de Nanoparticle Tracking Analysis (NTA)
pbur la détermination de leurs concentrations et de leur taille. Dans la deuxiéme partie, nous
avons mis au point un protocole de marquage des VEs avec un fluorophore spécifique des
bicouches phospholipidiques. L'efficacité du marquage a été vérifiée par microscopie confocale,
Nanoparticle tracking Analysis et par cytométrie en flux. Un modéle de BHE in vitro basé sur les
cellules vasculaires endothéliales murines bEnd. 3 a été établi. Ce modéle nous a permis d'étudier
l'internalisation des VEs fluorescentes et d'évaluer l'efficacité de leurs passages a travers cette
barriere. Finalement, les VEs marquées ont été injectées dans la circulation de larves de
Zebrafish afin d’évaluer leur biodistribution. En conclusion, on a révélé que les VEs, provenant
de sujets sains, sont internalisées dans les cellules bEnd.3, qu’elles sont capables de franchir la
monocouche de cellules endothéliales in vifro et passer du sang vers le cerveau dans un modéle
in vivo.

Mots clés : vésicules extracellulaires (VEs), cellules endothéliales du cerveau de souris (bEnd.3),
PKH67, barriére hématoenceéphalique (BHE).




SECTION 1 : REVUE DE LA LITTERATURE

Chapitre 1 : LES VESICULES EXTRACELLULAIRES
1.1 Définition :

Le terme veésicules extracellulaire (VEs) définit une famille hétérogéne des vesicules
membranaires de differentes tailles et contenus, sécrétées par toutes les cellules eucaryotes
(Raposo & Stahl, 2019) (figure 1-1). Les VEs peuvent étre détectées dans tous les fluides
biologiques (Paolicelli ef al., 2019).

Les premiers rapports décrivant I'existence des VEs dans le plasma humain remontent aux
années soixante-dix. Peter Wolf a identifie par microscopie électronique des minuscules
particules riche en lipides de l'ordre 20-50 nm d’origine plaquettaire, des «poussiéres de
plaquettes». Cette poussiére de plaquettes était nécessaire pour la génération de thrombine de
la méme maniere que les plaquettes (Wolf, 1967).

¥ V¥V e protein

microvesicles @ 535%A DNA
.@ /AN RNA
N
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O endosome

e

dying cell

apoptotic body

Figure 1-1 Représentation schématique de différentes populations vésiculaires
dans le milieu extracellulaire (Kramer-Albers & Friihbeis, 2013). Cette figure montre




l'origine et hétérogénéité des VEs dans un milisu extracellulaire. Les celiules saines et
apoptotiques sécrétent les VEs.

1.2 Les différentes populations des vésicules extracellulaires :

Les VEs différent par l'origine, la composition et la taille (tableau 1-1).

Tableau 1-1 Résume des caractéristiques de différents types VEs décrites dans la littérature.

Type des Biogenése Taille | Marqueurs Contenu Références
vésicules (nm)

Microvésicules |Libérer 150- CD40 | Acides {Muralidharan-
directement par 1000 |intégrines, |nucléiques Chari et al., 2009)
la membrane - |sélectines, |(ARNmM, miARN |, (Heijnen et al.,
plasmique. ARF®, et autres ARN 1999) , (Cocucci

VAMP3 non codanis) et |ef al., 2009)
protéines

Excsomes Voie 30-150 | Tsg101, Lipides, (Li et al., 2017},
endolysosomale, CD83, protéines et {Colombo et al,,
lors de la fusion CD9, la acides 2014), (Nath
du corps flotilline-1 | nucléiques Neerukonda et
muitivésiculaire et Alix al., 2019)
avec la
membrane
plasmique

Corps Bourgeonnement | 500- jAnnexine |Fractions (Stolzing &

apoptofiques extérieur de la 2000 GV, nuclaaires, Grune, 2004) ,
membrane phosphatid | organites (Elmore, 2007)
plasmatique. ylsérine cellulaires

1.2.1 Les microvésicules (MVs)

Les microvésicules sont produites directement par le bourgeonnement et la sécrétion de
vésicules membranaires & partir de la membrane plasmique et, par conséquent, leurs marqueurs
de surface dépendent largement de la composition de la membrane plasmique d'origine (figure
1-1).

En outre, elles tendent a constituer une population plus large et plus hétérogéne de vésicules
extracellulaires, allant de 150 a 1000 nm de diamétre. Cependant, il a été démontré que, tout




comme les exosomes décrits plus bas, ces vésicules libérent des ARNm, des miARN et des
protéines fonctionnelles aux cellules receveuses (Muralidharan-Chari et al., 2009).

1.2.2 Les corps apoptotiques

Les cellules en phase de mort programmée libérent des corps apoptotigues (figure 1-1) contenant
de 'ADN, de 'ARN et des fragments de mitochondries dans le milieu extracellulaire {(Krdmer-
Albers & Frilhbeis, 2013).

Ce sont des vésicules trés hétérogénes, de 'ordre de 0,5 2 2 um, qui ne partagent pas les mémes
caractéristiques morphologiques et biochimiques avec les exosomes.

1.2.3 Les exosomes

Au début des années quatre-vingt, I'équipe de Trams a utilisé pour la premiére fois le terme
« exosome » , pour décrire des vésicules qui ont une activité 5' nucléotidase et qui sont exfoliées
de la membrane plasmique de plusieurs lignées cellulaires d'origine murine {neuroblastome N-
18) {gliome C-6) et humaine (mélanome). Les analyses en microscopie électronique révélent
deux types de vésicules, différentes en taille et en morphologie soit celles comprises entre 0,5 et
1 um de diamétre et celles de I'ordre de 40 nm de diamétres. A cette épogque, les chercheurs ont
suggeré que ces vésicules pouvaient avoir une fonction physiologigue (Trams et af., 1981).

En 1983, les chercheurs ont élaboré des notions fondamentales pour la compréhension de la
biogenése des exosomes ainsi que leurs actions physiologiques. Cette compréhension a été
possible grace a I'étude du cheminement du récepteur de la transferrine des réticulocytes de
mouton (Pan & Johnstone, 1983) ou de la transferrine de rat (Harding et al., 1983).

Pour la premiére fois, I'équipe de Pan a réussi a isoler les vésicules de mouton par
ultracentrifugation & 100 000 x g. Le récepteur de la transferrine dans les vésicules libérées par
les réticulocytes durant leurs maturations a été détecté par gel d'électrophorése (Pan &
Johnstone, 1983). '

D'autre part, le groupe de Harding a marqué la transferrine a l'or colloidal (AuTf}, et a pu ainsi
montrer par microscopie électronique que l'endocytose de la transferrine commence dans
lendosome multivésiculaire (MVB) et méne 2 la libération de la transferrine a I'extérieur des




réticulocytes dans des nanovésicules (figure 1-2). La transferrine libérée est intacte aprés
endocytose, ce qui suggére qu'elle a pu éviter la voie lysosomale (Harding ef al., 1983).

“Réticulocytes

 Vésicules

Figure 1-2 Images de la microscopie électronique qui représentent I'endocytose de la transferrine
margquée a PAuTf par des vésicules enrobées dans les réticulocytes. Modifié de (Harding et al.,,
1983). Aprés 5 min d'incubation a 37°C des réticulocytes avec la transferrine conjuguée a I'or colloidal
(AuTf), ce marqueur est localisé a la surface libre des membranes plasmiques, puis a l'intérieur des
vésicules enrobées qui ont une taille inférieure & 100 nm et a l'intérieur de petites vésicules non enrobées
de taille variable entre 100 & 200 nm. Ces cbsetvations ont révélé un nouveau mécanisme de formation
vésiculaire, Grossissement des images : x 155,000 (Harding et al., 1983).

En 1986, I'équipe de Kassis a mis en évidence pour la premiére fois, la fonction physiologique
des exosomes, plus particuligrement leurs effets sur la régulation de Pactivité de l'adénylate
cyclase (Kassis of al., 1986). Les exosomes qui proviennent des cellules gliales C6 contenaient
a la fois des récepteurs B-adrénergigues, les stimulants et les inhibiteurs de I'adénylate cyclase
(Kassis et al., 1986).

Au début des années quatre-vingt-dix, plus d’études ont été publiées sur le rdle et le contenu des
exosomes. Ces derniers sont désormais considérés comme des véhicules de nucléosides et de
Facétylcholine estérase. De plus, ils ne contiennent pas des protéines associées aux lysosomes
ou aux mitochondries (Johnstone & Ahn, 1990). La production des exosomes ne se restreint pas
aux réticulocytes, mais elle prend place aussi dans les cellules embryonnaires de poulet et les
globules rouges humains (Johnstone ef al., 1991).




Les exosomes ont un réle dans le renouvellement des membranes plasmiques des cellules, par
I'elimination des protéines non fonctionnelles (Johnstone, 1992). Les réticulocytes excretent des
exosomes formés a partir du MVB qui fusionne avec la membrane plasmique. Lors de leur
maturation au stade des érythrocytes, ces cellules perdent progressivement un groupe de
protéines, tel que le récepteur de la transferrine. Ces proteines perdues se trouvent dans les
exosomes. En revanche les transporteurs d'anions sont retenus dans les érythrocytes, ce qui
suggere un mécanisme de reconnaissance entre les protéines cellulaires et exosomales

hautement sélectif (Johnstone, 1992).

Premiéres idées de

Ia biogénése par Deétecter dans les
Harding et al cellules embryonnaires
de poulet par

Johnstone et al
physi?x;ﬂ;ique: Prem’if_are carte
Premiére régulateurs de p;%lglqu:tge;r

description par I'adénylate cyclase v Libérer par les
Trams et al par Kassis et al cellules neuronales

1981 |1983 |1985 | 1900 | 1991 | 1992 | 2001 | 2005

isolation des Renouvellement Détecter dans les
exosomes par des membranes liquides corporels par
ultracentrifugation plasmique des Johnstone et al
par Pan et al cellules par
Johnstone et al
Transporteurs

de nucléosides
et acétylcholine
estérase par
Johnstone et al

Figure 1-3 Chronologies des premiéres progressions dans le domaine des exosomes depuis 1981
jusqu'aujourd’hui (illustration personnelle).

Dans les années deux mille, le groupe de Clotilde Théry a présenté la premiére carte protéique
constituée de 21 protéines qui sont particulieres aux exosomes d’origine dendritique (Théry et al.,
2001). Il a été démontré par la suite que les exosomes se retrouvent dans tous les liquides
corporels et peuvent servir comme un outil de diagnostic (Johnstone, 2005). Le contenu

moléculaire des exosomes dépend de I'état et le type de la cellule source (Théry et al., 2001).




L'attention drastique aux exosomes débutés il y'a quinze ans, ce qui reflete 'augmentation

importante du nombre des études publiées a leurs propos (figures 1-3 et 1-4).
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Figure 1-4 Représentation graphique du nombre de publications concernant I'étude des «
exosomes » par année  (1973-2020). (lllustration personnelle) a partir de
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=exosome) .

1.2.3.1 Biogenése des exosomes

L’origine du contenu des exosomes résulte des endosomes multivésiculaires "MVB". La formation
des futurs exosomes et des vesicules intraluminales (ILV) dépend de plusieurs mécanismes. Le
processus débute a la premiére invagination de la membrane plasmique par endocytose qui
méne a la formation des vésicules de I'endocytose qui fusionnent avec 'endosome précoce
(figure 1-1). Ces derniéres deviennent des endosomes tardifs. La déformation de la membrane
des endosomes forme des ILV et des MVB par la suite. Ces derniers sont responsables du tri des
cargaisons ubiquitinées. lls ont par la suite deux devenirs possibles : ils peuvent directement
fusionner avec les lysosomes ou a la membrane plasmique, donnant naissance aux exosomes

(figure 1-1). Le mécanisme de formation des ILV est mieux décrit dans la littérature :

Les complexes de tri endosomal requis pour le transport (ESCRT), représentent une machine

constituée de plusieurs sous-unités responsables de la concavité et de la séparation de la




membrane en vésicules vers la lumiére de I'endosome. |l existe cing complexes de ESCRT
apparent : ESCRTO0, ESCRT-l, ESCRT-Il, ESCRT-Ill et Vps4 (figure 1-5). Le processus

commence par I'entrée de I'ubiquitine qui se trouve sur les protéines destinées aux MVB.

1.2.3.1.1 La voie de biogenése dépendante du complexe ESCRT

Figure 1-5 Représentations schématiques de la formation des ILV par un mécanisme dépendant de
la machine ESCRT (Wollert & Hurley, 2010). a. Assemblage du complexe ESCRT-0 et la rétention du
cargo; b. ESCRT | et ll, par des sites de fixation a la membrane, participe a I'invagination de la membrane;
c. ESCRT Il est responsable du clivage de la vésicule; d, détachement des bourgeons membranaires dans
la lumiére du MVB, par conséquent, les ILV s'accumulent dans le lumen alors que le complexe ESCRT Il
est recyclé par le Vps4 (Wollert & Hurley, 2010).

Le complexe ESCRT-0 initie la voie MVB, par le regroupement des cargaisons suite a la
reconnaissance de protéines transmembranaires monoubiquitinylées (figure 1-5a). Ce qui active
le complexe ESCRT-| et ESCRT-Il au niveau du cou pour le bourgeonnement de la membrane
et la séquestration de la cargaison dans les bourgeons (figure 1-5b), et de TESCRT-III pour la
scission des vesicules (figure 1-5c¢) et forme des ILV dans la lumiére de I'endosome (figure 1-5d).

1.2.3.1.2 Voie de biogenése non dépendante du complexe ESCRT

Les complexes ESCRT sont importants pour le tri des protéines endosomales et ils sont
indispensables a la formation des ILV (figure 1-6a). Malgré tout, ces derniéres sont toujours
observées dans les MVB méme en absence de la machinerie ESCRT. Cela veut dire que le
mécanisme ESCRT n’est pas le seul responsable de la formation des ILV. Pour confirmer
I'existence d'une voie de biogenése des ILV indépendante du complexe ESCRT, I'équipe de
Stuffers (Stuffers et al., 2009) sont parvenus en premier lieu, a inactiver simultanément quatre
protéines ESCRT : Hrs (ESCRT 0), TSG101 (ESCRT 1), Vps22 (ESCRT Il) et Vps24/CHMP3




(ESCRT IlI) (Stuffers et al., 2009). Puis ils ont suivi la formation des MVE et le trafic des facteurs
de croissance épidermique (EGF et EGFR) dans des cellules humaines (Hela et HepG-2) a l'aide

de la microscopie électronique et confocale.
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Figure 1-6 . lllustration d’un modéle de développement des ILV indépendamment des complexes
ESCRTSs (Stuffers et al., 2009) .A) en présence des ESCRT, les MVB sont formés, ils contiennent des ILV
homogénes dans lesquelles les récepteurs tels que 'EGF-R sont triés. B) En absence des complexes
ESCRT fonctionnels, les MVB peuvent toujours se former par un mécanisme alternatif, ce qui conduit a la
production des ILV hétérogénes. C) Il est possible que les MVB soient formés en paralléle par les deux
mécanismes ESCRT-indépendant et ESCRT-dépendant (Stuffers ef al., 2009).

lls ont constaté une altération importante de la morphologie des composants de la voie
endocytaire dans les cellules appauvries en ESCRT, mais les endosomes précoces et tardifs sont
restés clairement différenciés. Par la suite, les travaux de Stuffers et ses collaborateurs ont
démontré gue linhibition du mécanisme ESCRT inactive la formation de MVB induite par 'EGF,
mais n'empéche pas la biogenése de MVVB EGF-indépendants (Figure 1-6b).

Par contre, I'inhibition des quatre protéines de la machine ESCRT abolit I'internalisation de 'EGF-
R dans les ILV, proposant que ce dernier soit adressé seulement dans les vésicules
intraluminales formées de maniere ESCRT dépendante (figure 1-6c). L'’ensemble de ces résultats
mene les chercheurs a proposer un modele de biogenese illustré dans la (figure 1-6).




1.2.3.2 Biogenése des exosomes par autophagie

L’autophagie est un processus cataboligue cellulaire physiologiquement important par lequel le
matériel intracellulaire est dégradé par les hydrolases lysosomales (Vietri et al., 2020). Le flux
d'autophagie est réglé par diverses voies de signalisation et des facteurs de stress, tels que la
famine, les espéces réactives de I'oxygéne (ROS) et 'hypoxie, sont connus pour induire une
autophagie (He & Klionsky, 2009).

Les principaux types d'autophagie, la macroautophagie, impligue I'engloutissement du contenu
cytoplasmique par un phagophore a double membrane, qui se ferme pour former un
autophagosome. Lorsque l'autophagosome fusionne avec un lysosome pour former un
autolysosome, le matériel séquestré se dégrade (Vietri ef af., 2020). La microautophagie est une
voie autophagique alterne qui facilite la dégradation lysosomale des protéines grace au
bourgeonnement des lysosomes (Galluzzi ef al., 2017).

Les données existantes suggérent qu'il existe de multiples interactions possibles entre le
mécanisme d’autophagie et la biogenése des exosomes par le biais de mécanismes moléculaires
ou d'organites partagés, avec des implications importantes pour la physiologie nomale et les
états pathologiques (Galluzzi ef al., 2017; McAndrews & Kalluri, 2019; Vietri ef al., 2020; Xu ef
al., 2018). Griffiths et al, ont montré que les autophagosomes pouvaient fusionner avec des MVB
pour former 'amphisome et libérer des vésicules dans I'environnement externe (Griffiths ef al.,
2012).

1.2.3.3 Libération des exosomes

La fin du processus de formation des ILVs donnera naissance aux exosomes (Alenquer &
Amorim, 2015), qui vont é&tre sécrétés dans le milieu extracellulaire. Cette libération implique en
premier lieu, un transport de MVB & la membrane plasmique de la cellule, puis la fusion de I'MVB
avec la membrane plasmique, qui libére les ILVs dans le milieu extracellulaire. La sécrétion des
exosomes se produit de maniére constitutive bien que le stress cellulaire ou les signaux
d'activation puissent moduler leur sécrétion (Wollert & Hurley, 2010).

La sécrétion des exosomes par le bilais de 'autophagie dépendante de linterféron-y (IFN-y),
induite par les amphisomes {Chen ef al., 2017). Le traitement a I'lFN-y a provoqué la
colocalisation de LC3B, CD63 et ANXAZ sur les amphisomes. Cette colocalisation et la libération
des exosomes ultérieure dépendaient ATG5, Rab11 et RAB27A, ce qui suggére que la formation




de l'autophagosomes, MVBs et la fusion des amphisomes avec la membrane plasmique étaient
essentiels pour le processus (Chen et al., 2017). Le role de 'autophagie dans la libération des

exosomes reste a élucider.

1.2.3.4 Recaptage des exosomes

Une fois que les exosomes sont libérés par les cellules émettrices dans le milieu extracellulaire,
ils ont la capacité d'interagir avec des cellules réceptrices. A ce jour, les processus impliqués
dans les interactions cellulaires ne sont pas encore clairs. Selon la littérature, quatre mécanismes
d'interactions possibles sont suggérés, soit au niveau des interactions avec des récepteurs
membranaires de la cellule réceptrice, ou par internalisation des exosomes par la cellule
réceptrice (Le Lay ef al., 2018).

Exosomes /
(-

Microvésicules (MV)

Figure 1-7 Représentation schématique des différents modes de recaptage des exosomes dans le
milieu extracellulaire par les cellules réceptrices (Le Lay et al., 2018). L'image représente le devenir
des VEs apreés leurs libérations dans les fluides biologiques. Les VEs peuvent étre internalisées dans la
cellule réceptrice par différents mécanismes : 1. Les VEs peuvent fusionner directement avec la membrane
plasmique, cela méne a la libération du contenu dans le cytosol. 2. Internalisation des VEs par phagocytose
ou par micropinocytose. 3. Les VEs peuvent interagir directement avec des récepteurs spécifiques qui se
trouvent a la surface de la cellule cible. 4. Les VEs peuvent étre également endocytées par le biais de la
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clathrine, cette derniere recouvre toute la surface des vésicules suite a une liaison de type ligand/récepteur.
Aprés internalisation, les vésicules recouvertes par la clathrine seront dégradées dans les lysosomes (Le
Lay ef al., 2018).

Les processus fondamentaux par lesquels les exosomes échangent leur contenu avec les

cellules réceptrices n'ont pas éte clairement déterminés jusqu'a présent.

Certaines études ont démontré que les exosomes peuvent fusionner avec la membrane cellulaire
des cellules réceptrices, ce qui entraine l'insertion du contenu intraluminal de I'exosome qui se

déverse dans le cytosol de la cellule réceptrice (Barry et al., 1998; Skog et al., 2008).

Enfin, les exosomes peuvent pénétrer les cellules réceptrices par un mécanisme d’'endocytose
(phagocytose ou macropinocytose) (Le Lay et al.,, 2018). Par la suite, les exosomes peuvent
fusionner avec I'endosome dans le cytoplasme de la cellule réceptrice (figure 1-7).

1.2.3.5 Composition des exosomes

Les exosomes sont constitués d'une bicouche lipide délimitant une variété de composés
protéiques, lipidiques et d'acides nucléiques (figure 1-8). Plusieurs composés sont regroupés

dans la base de données : hitp://www.exocarta.org/. Les exosomes transportent différents cargos

resultant de leur processus de biogenése (Kowal et al., 2016b).

Les exosomes contiennent des protéines intervenant dans la sortie endosomale, telle que par
exemple les tétraspanines (CD63, CD81 et CD9) ou Alix (ALG-2 intercting protein X) ouTSG101.
Les exosomes peuvent contenir des lipides comme les phospholipides et du cholestérol
(Wubbolts et al, 2003). Différents types d'acides nucléiques (ADN, ARN, ARNm, ARN
interférents ou petits ARN non codants) sont aussi véhiculés par les exosomes. Le type et I'état
physiopathologique des cellules émettrices déterminent les constitutions et la structure des

exosomes .
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Figure 1-8 Schéma représente les principales
compositions des exosomes. Adapté de (Lee et al., 2012)

1.2.3.6 La physiologie des exosomes

Les exosomes suscitent un intérét croissant lié a leur capacité a transférer du contenu biologique
entre les cellules. Les exosomes transportent plusieurs cargaisons biomoléculaires, y compris les
matériels génétiques tels que 'ARNm et le miARN , qui peuvent étre traduits ou réguler
I'expression des génes dans les cellules réceptrices ou cibles (Peterson et al., 2015).

Les exosomes, émises dans l'espace extracellulaire, circulentvia les différents fluides de
'organisme et modulent localement ou a distance les réponses des cellules avec lesquelles ils
interagissent (Rashed et al., 2017). De cette fagon, les exosomes peuvent étre impligués dans
des processus physiologiques normaux, tels que les fonctions neurobiologiques et la plasticite
synaptique, les réponses immunitaires, la différenciation cellulaire, le maintien et la plasticité des
cellules souches et la reparation tissulaire (El Andaloussi et al., 2013b). De méme, les exosomes
jouent un réle unique dans la propagation d'agents pathogenes tels que les virus et les prions
(Duan et al., 2019).

Les exosomes bousculent la vision traditionnelle de la communication intercellulaire et
représentent ainsi un mode de communication alternatif et versatile, qui ouvre la porte a de

nouveaux concepts et opportunités tant biologiques que thérapeutiques.

1.2.3.6.1 RoOle des exosomes dans la communication intercellulaire :




En tant que principale sous population des vésicules extracellulaires (VEs), les exosomes
interviennent dans plusieurs fonctions, telles que la signalisation et la communication
intercellulaire entre les cellules corporelles proches et distantes (Tkach & Théry, 2016). Certaines
études ont rapporté que les exosomes sont non seulement impliqués dans ke déclenchement de
la signalisation en aval, mais ciblent spécifiquement les cellules réceptrices et échangent
cerfaines protéines et ceftains acides nucléiques avec ces cellules (Yang & Robbins, 2011).

Les exosomes ont été reconnus pour avoir des réles physiopathologiques dans des maladies
telles que le cancer, les maladies infectieuses, les maladies auto-immunes, les maladies
métaboliques et les maladies cardiovasculaires (Kim ef al, 2018). Les exosomes peuvent
également favoriser la propagation des maladies neurodégénératives. En tant qu'outil de
communication interneuronale, les exosomes peuvent non seulement contribuer a la plasticité
synaptique locale, mais aussi permettre la communication au sein du SNC, influengant ainsi les
réseaux neuronaux distants (Pérez et al., 2019).

Cela pourrait promouvoir la propagation locale des maladies neurodégénératives dans le
cerveau, car des exosomes contenant des formes agrégées mal repliées des protéines associées
aux maladies neurodégénératives existent dans le liquide céphalorachidien et le sang des
patients (El Andaloussi ef al, 2013a). Ces résultats suggéerent que les maladies
neurodégénératives peuvent &tre transmises dans le cerveau via les exosomes (Pérez ef al.,
2019).

La communication entre le sang: et le cerveau est essentielle en raison de la forte demande
métabolique des neurones (Schiera ef al., 2015). Par conséquent, les exosomes pourraient
potentiellement servir de médiateurs majeurs dans ces communications entre les cellules de
Funité neurovasculaire (UNV). Comme toutes les cellules de FUNV ont le potentiel de
communiquer de maniére unidirectionnelle ou bidirectionnelle entre plusieurs types de cellules.

Sur la base de leur contenu intégral, les exosomes jouent un rdle important dans la promotion de
la progression tumorale via leurs capacités a stimuler la prolifération cellulaire, 'angiogenése, le
remodelage de la matrice extracellulaire, les métastases et a favoriser I'évasion de la surveillance
immunitaire (Xu et al., 2017). Les cellules de giliome, par exemple, peuvent sécréter des
exosomes contenant EGFRvIII qui peuvent favoriser la croissance de cellules receveuses qui
n'ont pas cette variante de récepteur de facteur de croissance épidermique tronqué par
lactivation de voie de signalisation transformante, tel que les voies Akt et la protéine kinase
activée par les mitogénes (MAPK) (Al-Nedawi ef al., 2008).
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Il est important de noter que les exosomes peuvent propager de nombreux agents pathogénes,
notamment le VIH et les virus du groupe Herpesviridae, tels que le virus d’Epstein-Barr, le virus
de I'herpes simplex, le cytomégalovirus, les virus de la varicelle et du zona. De plus, les exosomes
ont été proposés pour étre un mécanisme permettant de délivrer les molécules de Toxoplasma
gondii., Leishmania spp., Plasmodium spp., Mycobacterium spp et Salmonella Typhimurium, via
la livraison sélective de cargaisons dérivées d’agents pathogénes aux cellules réceptrices
(Schorey et al., 2015).

Les exosomes peuvent activer ou supprimer les réponses immunitaires en étalant les
composants microbiens et donneurs au-dela de la cellule infectée. En outre, les exosomes
dérivés de cellules infectées pourraient interagir avec des cellules non immunitaires, nofamment
des cellules épithéliales, des fibroblastes, des cellules mésenchymateuses, des plaquettes et des
cellules vasculaires et pourraient ainsi influencer llissue d’une infection (Schorey et al., 2015).
Les exosomes induisent la libération de cytokines et de chimickines par les cellules endothéliales
et contribuent & la propagation de cascades proinflammatoires endothéliales.

En revanche, les exosomes isolés des cellules endothéliales apoptotiques, des plaquettes, des
cellules progénitrices endothéliales ou du muscle ischémique ont montré certains effets
hénéfigues, tels que la stimulation de la prolifération endothéliale, la migration, la formation et la
réparation endothéliale. Ces fonctions bénéfiques des exosomes sont altérées par le diahéte
(Amabile et al., 2014).

Les exosomes endothéliaux circulants sont également corrélés aux facteurs de risque
cardiométaboliques, en particulier la dyslipidémie (Amabile et al., 2014). Les exosomes sont
élevés dans le syndrome métabolique et contribuent & ses manifestations physiopathologiques
telles que les complications vasculaires, I'inflammation et la coagulopathie sanguine (Lakhter &
Sims, 2015).

1.2.3.6.2 Exosomes comme réservoir de biomarqueur

Les exosomes peuvent étre sécrétés par la plupart des cellulaires du corps, notamment les
cellules du systéme nerveux central (SNC) dans le cas normal ou pathologique. Les exosomes
circulent dans certains fluides biologigues, y compris le sang. Les exosomes pourraient avoir des
applications expérimentales, cliniques et un fort potentiel pour contenir des biomarqueurs (Meng
et al., 2018). Le besoin conséquent d'identifier les maladies du SNC a un stade précoce et peut-
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étre plus traitable a alimenté la recherche sur les biomarqueurs exosomiques a base de sang
(Winston ef al., 2018).

Les exosomes dérivés de différentes cellules du systéme nerveux contiennent des molécules ou
des marqueurs cellulaires spécifiques, par exemple, les exosomes dérivés d'oligodendrocytes
contiennent des protéines de la gaine de myéline; les exosomes neurohaux contiennent des
protéines d'adhésion cellulaire et des sous-unités de récepteur; les exosomes dérivés des
microglies portent des peptidases et des cytokines {Bavisotto ef al., 2019). Cela suggére que les
exosomes ont la capacité de réguler et de maintenir 'homéostasie cellulaire fonctionnelle dans
le cas normal et dans les conditions pathologiques (Bavisotto ef af., 2019).

Les exosomes pourraient permettre également un diagnostic et un suivi au cours du temps de
différentes maladies, notamment les maladies neurodégénératives comme la maladie
d’Alzheimer (MA) (Haddad et af., 2019a; Haddad et al., 2019b) et la maladie de Parkinson (MP)
(Cao et al., 2017).

Mais d'un autre cbté, les exosomes peuvent favoriser le mécanisme de [a maladie plutét que de
l'arréter, lorsqu'ils transportent et délivrent des molécules pathogénes a partir de la cellule de leur
origine (Bavisotto ef al,, 2019). Ce type de rdle pathogéne des exosomes a été observé dans la
MA et la MP, ou les exosomes migrent via le sang et le liquide céphalorachidien (LCR)
transportant des protéines mal repliées ou des molécules proinflammatoires (Campanella ef al.,
2018; Quek & Hill, 2017).

Par exemple, la probabilité d'implication des exosomes dans la MA a été suggérée en premier
lieu, par 'accumulation des protéines exosomales dans les plaques amyloides (Rajendran ef al.,
20086). Le réle des exosomes n'est pas encore clair, mais une possibilité est qu'ils pourraient
favoriser la propagation des peptides béta-amyloides et/fou aider a I'élimination des béta-
amyloides neurotoxiques des cellules (De Toro ef al., 2015; Pluta ef al., 2018).

En second lieu, la découverte d'une protéine tau hyperphosphorylé dans les exosomes du tissu
neural en culture et dans le LCR humain (Pluta ef al,, 2018), supporte I'hypothése que les
exosomes peuvent propager des tauopathies et provoque la MA, contribuer a la perte cognitive.

En revanche, dans la MP, l'agrégation d'alfa-synucléine est le marqueur pathologigue. 1l a été
démontré gue cette protéine neuronale présynaptique est sécréfée par les exosomes et
transférée a d'autres cellules normales (Danzer et al., 2012; Levy, 2017), principalement des
neurohes et des astrocytes, dans lesquelles elle a eu des effets toxiques provoguant la mort des
cellules réceptrices (Emmanouilidou ef al., 2010; Gupta & Pulliam, 2014).
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Des études cliniques sur les exosomes chez les patients atteints de cancer du poumon et de
mélanome ont déja été réalisées (Lamparski ef al., 2002; Morse et al., 2005). Une analyse
comparative de la protéine exosomale a été réalisée dans divers types de cancer humain, les
résultats ont montré que le CD63 qui appartient & la famille des tétraspanines était plus élevé
dans les exosomes dérivés de cellules cancéreuses malignes que dans ceux dérivés de lignées
cellulaires non cancéreuses, fournissant une preuve que le CD63 exosomal pouvait étre un
biomarqueur du cancer (Logozzi ef af., 2009).

Les exosomes existent également dans la salive humaine et pourraient étre une source de
biomarqueurs de maladies, car, ils contiennent des acides nucléiques et des protéines
(Palanisamy ef al., 2010). Les protéines exosomales urinaires ont également été étudiées comme
des biomargueurs potentiels du cancer de la vessie et du cancer de la prostate (Nawaz et af.,
2014; Smalley et af., 2008).

En somme, les biomargueurs exosomaux sont encore en phase de découverte et de
développement précoce, mais il est clair gu'ils ont un potentiel considérable pour une utilisation
géneralisée dans la prochaine génération de diagnostics cliniques.

Le domaine en développement du diagnostic exosomal devrait produire des méthodes
innovantes de diagnostic moléculaire a base de biofluides qui peuvent contribuer de maniére

significative 8 une médecine personnalisée efficace.
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Chapitre 2 : METHODES D’ISOLEMENT ET D’ANALYSE DES
EXOSOMES

2.1 Méthodes d’isolement des VEs (exosomes)

L'étude des vesicules est limitee par le manque de méthodes standardisées pour la purification
et la concentration des vésicules extracellulaires. L'ultracentrifugation (UC) est la premiére
technique approuvée pour I'extraction des VEs depuis 1983 (Pan & Johnstone, 1983). Le principe

de cette derniére se repose sur une serie de centrifugation différentielle (figure 2-1).

oy
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Figure 2-1 :Schéma représentant la méthode générale de I'isolation des VEs par
ultracentrifugation valable pour tous les liquides biologiques et pour les
cellules. Modifié de(Théry et al., 2006).
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En premier lieu, la centrifugation & faible vitesse 2000 xg permet de se débarrasser des cellules
mortes les autres contaminations lipidiques qui se trouvent dans le milieu. Ensuite, des
centrifugations entre 10 000 ou 20 000 xg ménent a la récupération des vésicules de taille de
Fordre 30 nm & 1 um et des débris cellulaires. Enfin, les petites VES ou les exosomes sédimentent
a une vitesse située entre 100 000 et 120 000 xg (Théry et al., 2006).
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Figure 2-2 Les techniques d’isolement des vésicules extracellulaires {lllustration personnelle)

Des études ont montré que les VEs obtenues par UC contiennent des contaminations. Il est
considéré qu'une population pure contenant 10" VEs doit contenir une quantité de protéine aux
alentours de 0,1 mg (Davidson et al., 2017). De plus, 'UC demande beaucoup de temps, a un
colit élevé et nécessite un niveau de compétence élevée pour étre efficace. Cette technique n’est
pas pas excellente, d'autres méthodes alternatives ont été développées afin de relever les défis
liés a 'UC (Figure 2-2). La chromatographie d’exclusion de taille (SEC) est une auire méthode
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de tri des VEs selon leurs tailles. La SEC (Takov et al., 2019) et la méthode de précipitation EXO-
Quick (Haddad et al., 2019a; Haddad et al., 2019b) sont des techniques qui donnent un
rendement élevé de proteines extraites (VEs). En revanche, ces procédures de purification

produisent plus de contaminants par rapport a 'UC (Tang et al., 2017), (Takov et al., 2019).

A I'heure actuelle, il nexiste pas une méthode de choix, peu couteuse, rapide et efficace et qui
produise des préparations de VEs pures et bien différentiées. Pour définir les VEs cibles, il
faudrait combiner deux méthodes différentes au minimum (Tang et al., 2017). Cependant cela

diminuerait le rendement des VEs finales.

2.2 Techniques d’analyse physique et compositionnelle des VEs

L'amélioration et la standardisation des protocoles d'isolement et d'évaluation des VEs
demeurent un sujet non encore complétement résolu. Dans le but de déterminer la quantité, la
composition, la forme et la taille des VEs, différentes méthodes de caractérisation sont mises en
place (Doyle & Wang, 2019). Dans un premier temps, nous tons les techniques physiques et
physicochimiques frequemment utilisées dans la littérature (figure 2-3). Ensuite, nous décrivons

une partie de ces techniques.

[ Techniques d'analyse des VEsJ

Physique Selon la composition

l ] [ |
Analyse de suivi Diffusion : i Détection
¥ des dynamique ﬂféﬁﬁ?’ﬂi des pouls
nanoparticules | | de la lumiére :ME]Q résistive
(NTA) (DLS) accordable

- R——— \

R ——

Spectrométrie Profilage { ( o
dep masse (MS) thermophoretique | Immuno-détection

PDémarches PDémarches P —
rotéomiques rotéomiques ytometrie ¥
cib|ée§ g.,,,,alﬂs en Flux Western biot isolement

Figure 2-3 apercue de toutes les techniques d'isolement des vésicules extracellulaires
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2.2.1 « Nanoparticle tracking analysis » (NTA)

L’évaluation physique des particules colloidales de tailles entre 10 nm a 1 um est réalisée par
l'analyse du suivi des nanoparticules (Nanoparticle tracking analysis ou NTA) en deux modes.
Par les propriétes de diffusion de la lumiére ou en fluorescence. Semblable a la technique de
DLS (diffusion dynamique de la lumiére), le NTA mesure le rayon des particules dans les solutions

aqueuses.

Le principe de la méthode repose sur la dispersion des nanoparticules (NPs) dans un fluide. Les
NPs sont soumises au mouvement brownien aléatoire. La vitesse de ce déplacement dépend de
la taille, la température et la viscosité du liquide. La relation entre la diffusion des NPs et leur taille
est exprimée par I'équation de Stokes-Einstein utilisée pour calculer le diametre hydrodynamique

(dH), selon le coefficient de diffusion mesuré.

D’autre part, le suivi de particules individuelles fluorescentes se fait par le passage d’un faisceau
laser de longueurs d'onde, de 488 ou 532 nm a travers un verre a bord prismatique qui se trouve
a l'intérieur de la cellule de I'échantillon (figure 2-4). Ce processus est enregistré sur videos par

une camera.

Diffusion de particules
par fai 1 laser

Particule en suspension
dans le liquide
Faisceau laser (50pym
de largeur)

Verre

Figure 2-4 L’appareil NTA avec une représentation schématique de la
détection des NPs en mode fluorescence

Le NTA est une technologie capable de mesurer simultanément la taille et la concentration des

nanoparticules individuelles (NPs) en solution, en utilisant la diffusion de la lumiére laser.

Le NTA permet de visualiser les particules individuelles et de suivre leur mouvement brownien,

afin que les distributions de taille des particules basées sur les nombres, basés sur la mesure
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des particules individuelles, soient développées en quelgques secondes. De plus, il est possible
d’analyser différents types de matériels biologiques et synthétiques comme les exosomes, les
liposomes, les nanoparticules métalliques. Le NTA est capable de différentier 'hétérogénéité
d'une population en taille. Il est possible d'utiliser le NTA pour les études d'agrégation de
protéines de l'ordre de 1 pm au maximum.

Les principaux enjeux de NTA sont de distinguer facilement les particules d’'un échantillon et les
contaminations. Et aussi, il impossible possible d'analyser simultanément les particules
flucrescentes et non fluorescentes. Dans les cas des particules fluorescentes, il n’est pas possible
d’analysé leur échantillon marqué avec deux fluorophores différérent ou plus.

2.2.2 Western blot

C'est une méthode de biologie moléculaire classique pour Fanalyse des protéines. Le Western
Blot (WB) peut étre utilisé pour démontrer 'expression de margueurs de VEs, notamment
TSG101, CD8&3 et CDY.

Le déroulement de la technique se fait en plusieurs étapes. Aprés l'isolement des vésicules, les
VEs sont lysées et quantifiées par rapport & une gamme d'Albumine de sérum bovin (BSA). Les
protéines aprés déenaturation par la chaleur, peuvent étre séparées selon leurs tailles et leurs
poids moléculaires par gel d'électrophorése sur gel (SDS-PAGE) et ensuite transférées sur une
membrane en nifrocellulose ou composée en polyfiuorure de vinylidéne (PVDF).

Cette derniére est bloguée par la BSA ou du lait avec un détergent, afin de limiter les interactions
non spécifiques entre les anticorps et la membrane. La méthodologie de WB est parmi les
méthodes d'analyse les plus fréquemment utilisées pour analyse des VEs en raison de sa facilité
d'utilisation, de son accessibilit¢ et de sa puissance & déterminer les protéines extra et

intraexosomales.

L'inconvénient majeur de cette technique, l'ufilisation d’une quantité importante de protéines pour
avoir trés peu d’informations.

2.2.3 Microscopie électronique a transmission (MET)

La microscopie électronique a transmission (TEM) reste la méthode de référence pour la
visualisation des VEs, plus particuliérement les exosomes.

21



Les méthodes de microscopie électronique (ME) standard nécessitent une fixation chimique, de
la déshydratation, un enrobage de résine, de I'observation sous vide et une coupe ultramince, ce
qui est utilisé actuellement pour les tissus et les cellules. En effet, toutes ces étapes de
préparation pourraient interférer avec une caractéristique importante des VEs (Ramirez et al.,
2018).

Dans le cas des exosomes, il est difficile d’obtenir cette coupe ultramince, car les membranes
peuvent éclater lors de la préparation. En MET, un faisceau d’électrons est émis, accéléré et
focalisé sur Féchantillon dans un environnement sous vide. La longueur d’onde des électrons
peut atteindre une résolution de 1 nm. Plus tension d’accélération est élevée, plus la longueur
donde est courte, et donc on obtient une résolution meilleure, mais aussi étant plus
dommageable pour les échantillons biologiques (Chiang & Chen, 2019). En somme, la
visualisation des VEs par MET, couplée ou non & des technigues d’immunolocalisation, souffre
principalement de deux défis majeurs: le manque de contraste et de préservation de morphologie
des VEs. Ceci est particulierement critique lorsque Fon considere le potentiel des VEs comme
biomarqueurs dans les applications médicales (Ramirez ef al., 2018). En outre, la MET est une

technigue couteuse, ¢a prend beaucoup de temps et nécessite une bonne expertise.
2.2.4 Cytométrie en flux (CytoFLEX S, Beckmann)

La cytométrie en flux est une technique de détection et de tri des celiules. Les cellules défilent
devant un faisceau laser a grande vitesse. Le signal généré permet de les compter et de les
caractériser. Cette technique est fiable pour traiter seulement des vésicules supérieures a 100

nim.

Avec I'évolution technologique, un nouvel appareil a permis d’abaisser la taille minimale détectée,
permettant ainsi lanalyse d'objets de taille de I'ordre de celle des exosomes (figure 2-5). Ce qui
rendu possible des analyses de maniére fiable par tri cellulaire direct impossible avec les

cytometries conventionnelles.
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Figure 2-5 lllustration schématique du principe de la cytométrie en Flux.
https://www.slideshare.net/adraiyani/fcm-47862322

Pour surmonter ce probléme, une cytométrie en flux sensible aux nanoparticules (NPs) appelé
CytoFlex. Ce dernier est un nanocytométre en flux, peut étre destiné a I'analyse individuelle des

nanovésicules de I'ordre 80-150 nm (Brittain et al., 2019).

La plate-forme CytoFlex est le premier systéme de cytométrie en flux avec une plage de bruit
acceptable sur laquelle nous pouvons clairement démontrer une détection d'excitation et
d'émission optimale des particules jusqu'a une taille de 80 nm en minimisant la perte de lumiére

et en maximisant la sensibilité (Brittain et al., 2019).

Le potentiel qui rend cet instrument performant est sa capacité a combiner l'analyse des
nanoparticules et la détection, d’'une concentration de particules par millilitre d'échantillons
analysés, jusqu'a 13 parametres de fluorescence supplémentaires pouvant fonctionner

simultanément.

Cependant, pour obtenir une mesure correcte, une configuration précise du I'appareil est requis.
Aussi, en plus de I'absence d’un standard biologique, il faut prendre en considération la limite de
détection qui s’arréte a des exosomes ayant une taille inférieure a 80 nm. Et nécessite des sondes

fluorescentes de haute intensité pour détecter des marqueurs spécifiques.
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2.2.5 Méthodes d’imagerie et de marquage des exosomes

L'imagerie des VEs plus particulierement des exosomes joue un réle crucial dans I'étude des
propriétés protéomique et lipidigue des exosomes, ce qui permet d'approfondir nos
connaissances en biologie moléculaire, ainsi que de divulguer le potentiel thérapeutique de ces
vésicules. L'imagerie in vitro sert a aider les chercheurs a comprendre les propriétés physigues
des vésicules, telles que le mécanisme de libération et d'absorption des veésicules par les cellules.
En revanche, l'imagerie in vivo, aide a dévoiler la biodisctribution des vésicules, par exemple, la
caractérisation des propriétés pharmacocinétiques des exosomes en tant que transporteurs des
médicaments ou des molécules thérapeutiques. Cependant, I'imagerie et la surveillance des
vésicules peuvent étre difficiles a cause de leurs petites tailles, nécessitant souvent le marquage
avant leurs visualisations. A I'heure actuelle, de nombreux outils d’imagerie et d'étiquetage in vivo
et in vitro des VEs sont utilisés, tels que l'imagerie par bioluminescence, I'imagerie par résonance
magnétique (IRM) et le marquage par fluorescence. Les avantages, les inconvénients et les
capacités d'application pour chaque technique sont classés dans le (tableau 2-1).
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Tableau 2-1 Résumé des différentes méthodes d’'Imagerle et d'étiquetage des exosomes.

Techniques | Marqueurs Avantages " Inconvénients Capacltes Références
d'imagerie

Tomegraphie Radiotraceur 99 MTC~ i' Haute resolutlon Marguage des . o (Hwang et al
assistée - par  HMPAOGNPs =~ . :epatialeet’ exosomes purlflés.  invive - . 2018}
ordinateur ~ (TOy - &= . . . ¢ ternporelie © :
“Tragages . des . - .. o ' s
@Xosomes : Nanoparticulas d'or-(NPO) | Staccumulent aux Trouver la-tallle de )
e . enrobdes de glucose - lieux des troubles NPO opfintale - - (Betzeref /.,
- . cérébraux : S T - 2018; Perets ef
o T S _ . . : T - o al., 2019)
~Tomographie  par Exosomes modifiéen. - . Excellente qualité Etiguetage des B
gmission de . Polyéthyléne glycol (PEG)  d'imiagerie. exosomes isolés & _
positons (TEP) marqué au cuivre (*!Cu) . partirdescellules: . {Sti et al, 2019)
Imagerie par Nanoparticules d'oxyde de  Pénétration Efficacite limitée de  in vivo (Hu et ai., 2015)
résonance fer superparamagnétique profonde, imagerie l'étiquetage
magnétique (IRM) (SPIONS) 3D de haute qualité
des tissus avec
Ultra-petites détails anatomiques
nanoparticules d'oxyde de in vivo (Busato ef af.,
fer superparamagnétioue 2016)
{USPIO}
Bioluminescence S , ' o . ‘ ,
' ‘Exosomes fransfecté par  Haute sensibilité, ~  Signal transitoire in Vive (Ohef al, 2017)
la GFP {protéine faible brult de fond, incapable de suivie ' - :
fluorescente verte) ) pas besoin de 4 lohg terme

source d'axcitation S

: ' in Vitro (Lai &t al., 2014)
Gausaia princeps -
luciférase {Glucy -
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Techniques Marqueurs Avantages Inconvénients Capacités | Références
d'imagerie

Protélnes fluorescentes Transport des

R codées généthuement _Bxpsomes
Fluorescence (Palm GFP) multidirectionnels
o o _entre les cellules

- Fluorescents - . .
RO . Excellentes _
na"?m%igm’;d e Or- propriétés optiques,
" Carbone ‘.(QO.C) fonctionnarisatian
- Points guantiques- .-avecgroupe cible
de sllicium (PQ Si}
~ Anticorps fluorescent : . Haute spécficita
[{anti-=CDB3 couplé 4 S i
FAlexa Fluar 847 nmj)
. Colorén'tﬂorganlqué:: o
- Agglutining de” gggggfeft'ab'?
germedeblé: - Goieiique) & haute
(WGA), conjugue vésofution
Alexa Fluor488
S Signal de
Les .c;arbo_cyan!ne. a . fluorescerics fortet
longue chaine apolaires | durable, coulsurs -
PKHB7 {vert) ou PKH26 - multi oS i
~{rouge) pes.

 Efficacité I|m|tee de 1 vitro (Corso of al.,
I'étiguetage .. ’ - 2019).
S _ : . (Van Der Vos et
in vive -al, 2016}
Processus de J i vilro (Jianhg et al., 2018)
synthése fastidieux -
N . - {Zong et af,, '2018)
CoUt blevs, Non int vitro (Chen ef al., 2016}
spécifigue-aux :
_ 6XOSORES comme
marqusur
F:abillté de inviire/ (Levy ef al., 2017)
marquage courte ~ i vive S '
24h -
(Zhang et al.,. .
B ' : 2019} -
Coloration d'autres  /n vive/r R
entités lipidiqueset In vivo _{PuZar Dominkus
fourniture d'un . etgl, 2018) -

signal faux positif
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Chapitre 3 : LA BARRIERE HEMATOENCEPHALIQUE (BHE)
3.1 Définition de la BHE :

La BHE est une interface dynamique et complexe qui se trouve entre le sang et le cerveau. Elle
maintient 'homéostasie du systéme nerveux central (CNS) et la périphérie. La BHE est une
barriére biologique constituée de plusieurs types cellulaires, notamment les cellules vasculaires
et les cellules neuronales. L'ensemble de ces cellules forment I'unité neurovasculaire qui induit

et maintient les propriétés de la BHE (figure 3-1).

i (':) tight junction 55
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end foot
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Figure 3-1 (a) Image correspondant au cerveau. (b) Schéma représentant une
coupe transversale de I'unité neurovasculaire au niveau des capillaires
cérébraux, représentant des cellules endothéliales entourées par des
péricytes, des astrocytes et des neurones. Modifié de (Abbott, 2013)
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3.2 Constitution de la BHE :

3.2.1 Les cellules endothéliales (CEs):

La premiére ligne de défense contre les facteurs circulant pour le cerveau est une monocouche
de cellules endothéliales cérébrales qui sont connectées les unes aux autres. Ce sont des cellules
microvésiculaires qui tapissent les parois internes de tous les vaisseaux sanguins et lymphatiques
(Aird, 2007).

Les CEs du cerveau sont des cellules trés fines, la distance entre elles est inférieure & 4 pm ce
qui correspond a l'espace interendothélial (Coomber & Stewart, 1985). Les CEs du SNC ont des
propriétés uniques par rapport aux CEs des autres tissus qui leur permettent de réguler
étroitement le mouvement des ions, des molécules et des cellules entre le sang et le SNC. Ces
cellules sont maintenues entre elles par des complexes jonctionnels comprenant les jonctions
adhérentes (JAs) et des protéines de jonctions serrées (PJs), qui limitent considérablement le
flux de solutés paracellulaires (figure 3-2). Cette barriére paracellulaire et transcellulaire étroite
crée une cellule polarisée avec des compartiments membranaires lumineux et abluminal distincts
de sorte que le mouvement entre le sang et le cerveau peut étre contrdlé par des propriétés de
transport cellulaire réglementées (Betz ef al., 1980).

Bien que ce type de cellule spécifique soit le plus souvent modélisé comme la BHE in vitro, il
existe d'autres types de cellules qui font partie de 'UNV ou qui affectent les fonctions de la BHE,
y compris les neurones, les astrocytes et les péricytes (Rhea & Banks, 2019).
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3.2.2 Les protéines de jonctions :
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Figure 3-2 Représentation simplifiée des protéines de jonctions de la BHE (Abbott
et al., 2010). Les cadhérines sont des PJA permettant de maintenir I'intégrité
structurelle et la fixation entre les cellules, et sont nécessaires a la formation des
PJ serrées. Ces derniers comprennent plusieurs types de protéines comme
l'occludine et les claudines (cldn3 et 5). Toutes ces protéines sont liées aux
protéines d'échafaudage Zonula occludens (ZO-1, ZO-2 et ZO-3) qui se lient a
leurs tours aux filaments d'actine et myosine de la cellule (Abbott et al., 2010a).

Les complexes de jonction endothéliale cérébrale sont constitués d’'un ensemble de PJs, y
compris l'occludine, les Claudine et les JAs, les protéines de jonction lacunaire, y compris les
connexines, et les jonctions adhérentes, y compris la cadhérine, ainsi que d’autres protéines
adaptatrices (Bauer & Traweger, 2016; Rajagopal et al., 2019).

Ces jonctions sont parmi les éléments imperméables et les plus restrictifs de 'organisme. Ce qui
forme une résistance endothéliale contre les ions permet de polariser les compartiments laminal
et basal (figure 3-2). Cette restriction protége le cerveau des substances nocives et maintient

'homéostasie cérébrale (Berndt ef al., 2019).

Les Claudine sont des protéines membranaires intégrales avec quatre domaines
transmembranaires et sont un composant structurel critique du joint BHE. La premiére boucle

extracellulaire, la plus proche de la terminaison NH est importante pour le scellement de la BHE
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via des interactions homotypiques et contiennent des sites de liaison ionigue. L'extrémité COOH
contient un domaine de liaison PDZ (Liu & Fuentes, 2019), qui interagit avec les protéines
guanylate kinase appelée Zonula occludens (ZO) pour relier les Claudine aux composants du
cytosquelette, y compris lactine et la vinculine (Abrahamson & lkonomovic, 2020). De
nombreuses isoformes de claudine ont &té identifiées et sont spécifiques aux tissus. La Claudine-
5 est un composant majeur et nécessaire de la BHE dans les cellules endothéliales des capillaires
cérébraux (CECCs) et a été le plus étudié dans le contexte de la MA (Abrahamson & lkonomovic,
2020).

L'occludine est un autre composant majeur des jonctions serrées et un élément régulateur
central. L'occludine posséde quatre domaines transmembranaires qui, comme la Claudine-5,
interagissent de maniére homotypique avec les occludines des cellules adjacentes {Abrahamsen
& Ikonomovic, 2020). Relative & la composante neuroimflammatoire des lésions cérébrales et
des maladies neurodégénératives, l'occludine serait requise pour les changements induits par les
cytokines dans les jonctions serrées, y compris ceux induits par le TNF-a (Van ltallie et al., 2010).

Les JAs sont des protéines transmembranaires unigues et des membranes de la famille des
immunoglobulines. Comme la Claudine-5, les JAs ont des domaines PDZ et interagissent avec
les protéines ZO (figure 3-2), les reliant au cytosquelette d’actine (Ebnet et al., 2000). Les JAs
sont importants dans {'assemblage des complexes de jonctions serrées et peuvent resserrer les

fentes paracellulaires ainsi que réguler les interactions leucocytes-CEs (Ostermann ef al., 2002)

3.2.3 Les péricytes (PCs)

Deécouverte pour la premiére fois en 1873 par le physiclogiste frangais Rouget, et ont donc &té
nommés les cellules de Rouget, mais renommées par la suite par Zimmermann en 1923
"péricytes” en raison de leur localisation unique dans Pespace périvasculaire des vaisseaux
cérébraux. Le terme dont l'origine provient du prefix "péri” signifiant "autour de" et du suffixe "cyte"
signifiant "cellule" (El Ali ef af., 2014). Les PCs sont des celiules appartenant 3 la lignée des
cellules musculaires lisses qui couvrent complétement les cellules endothéliales des capillaires
cérébraux et se retrouvent attachées a des protéines de la matrice extracellulaire de la membrane
de la lame basale (Bell ef a/., 2010; Bonkowski ef al., 2011).

L’étude de la biologie cellulaire des PCs représente un grand défi en raison de I'hétérogénéité de
ces cellules et du mangue de marqueurs specifiques gui exprimé uniquement par les PCs, et, par
conséquent, ces cellules sont souvent confondues avec d'autres cellules qui se trouvent dans
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I'espace périvasculaire (Armulik ef al., 2011; El Ali ef ai., 2014). Il a ét& démontré que les PCs du
SNC ont des propriétés uniques par rapport aux PCs des autres tissus. Les PC du SNC sont
dérivées de la créte neuronale, contrairement aux PCs dans de nombreux tissus périphériques,
qui sont issus du théme du derme (Majesky, 2007).

Les péricytes jouent un réle important dans la régulation de angiogenése, la déposition de la
matrice extracellulaire, cicatrisation des plaies, la régulation de [infiltration des cellules
immunitaires et la régulation du flux sanguin dans la réactivité neuronale, et les rapports
suggérent qu'ils peuvent également é&tre des cellules souches multipotentes du SNC {(Armulik ef
al., 2011). De plus, ces cellules se sont révélées importantes pour réguler la formation de la BHE
au cours du développement, ainsi que pour maintenir sa fonction a I'age adulte et le vieillissement
(Armulik et al., 2011; Daneman ef af., 2010; Rhea & Banks, 2019).

3.2.4 Les astrocytes (ACs)

Les astrocytes sont les cellules les plus abondantes dans le SNC et ont diverses fonctions dans
le maintien de la BHE, la formation des circuits neuronaux, fournissant un environnement pour
aider & réguler tous les aspects de la fonction neuronale {survie, développement, métabolisme,
neurotransmission) (Garcia-Caceres et al., 2016). Cela comprend la régulation de la contraction
{ dilatation des cellules musculaires lisses vasculaires entourant les artérioles ainsi que les PCs
entourant les capillaires {(Janzer & Raff, 1987).

Au niveau de la BHE, les astrocytes aident a assurer lentretien et la réparation gréce a la
libération de plusieurs molécules effectrices (Bell ef al., 2012). Les astrocytes forment TUNV entre
les neurones et les CEs, et leur structure d'extrémité-pieds maintient 'homéostasie cérébrale en
régulant I'absorption d'eau, d'acides aminés et de neurotransmetteurs (Akdemir of al., 2020).

Les astrocytes ont également la capacité de surveiller I'activité locale en cours des circuits
synaptiques avec leurs processus élaborés enveloppant les synapses et formant des synapses
tripartites. Les astrocytes expriment des récepteurs de neurotransmetteurs qui détectent l'activité
synaptique et y répondent en élevant le Ca 2+ astrocytaire et en sécrétant des molécules
neuroactives vers les synapses (Morel et al., 2017)
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3.3 Le transport sélectif de la BHE

Les PJS de I'endothélium sont extrémement restreints pour le passage des molécules solubles
dans I'eau. D'une maniére générale, les molécules qui pénétrent la BHE doivent emprunter les
voies transcellulaires de transport: diffusion passive, diffusion facilitée, le transport actif et le
transport vésiculaires "endocytose et transcytose" (Abbott, 2013). (figure 3-3).
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Figure 3-3 Représentation schématique des principales voies de diffusion via les cellules
endothéliales de la BHE, modifié de (Abbott et al.,, 2006). Les PJs limitent sévérement le trafic
paracellulaire des molécules solubles. Le glucose et les molécules liposolubles, les protéines (par exemple,
insuline et transferrine) ainsi que d'autres substances peuvent pénétrer I'endothélium par les voies
transcellulaires (Abbott et al., 2006).

3.3.1 La diffusion passive

La diffusion passive est un passage de petites substances lipophiles (comme la nicotine ou le
dioxygene) a travers la BHE selon un gradient de densité entre le milieu extracellulaire cérebral

et le sang. Ce processus ne nécessite ni transporteurs ni de dépense d’énergie.
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3.3.2 Ladiffusion facilitée

La diffusion facilitée, se fait par l'intervention d’un certain nombre de transporteurs spécifiques
qui facilitent le trafic des nutriments (tels que le glucose, les acides aminées et les nucléosides)
au niveau de l'endothélium. Ce processus de diffusion, ne nécessite pas la consommation de
I'énergie, et donc régules-en fonction du besoin métabolique du cerveau et les concentrations
des molécules plasmatiques.

3.3.3 Le passage actif

C’est un mécanisme de trafic dépendant de I'énergie, et se fait en utilisant différents transporteurs
protéiques d'influx et d'efflux. Ces transporteurs sont présents au niveau des membranes apicales
et basales des cellules endothéliales et ils controlent le passage des molécules endogénes ou
exogénes a travers la BHE. '

s Lapompe d’efflux: Transporteurs ABC (ATP-binding cassetlte)

Ces protéines membranaires appartiennent majoritairement 4 la superfamille des transporteurs
ABC, qui régulent la diffusion active des molécules du cerveau vers le sang. Ce processus
fonctionne par 'hydrolyse d’adénosine triphosphate (ATP). Ces transporteurs ont un rble
important dans la protection de la BHE des substances nocives.

+ Lapompe d'influx: Transporteurs SLC (Solute carrier protein)

Ce processus repose sur le fransport des nutriments et d'aufres molécules essentielles comme
le glucese, du sang vers le cerveau. Parmi les transporteurs d'influx, on trouve quelgues
représentants de la famille des protéines SLC, tels que les transporteurs d'anions organiques
(OAT et OATP2) et les transporteurs de cations organiques (OCT) (Ueno ef al., 2010).

3.3.4 L’endocytose et la trancytose
L’endocytose et la trancytose représentent les principales voies de fransport des

macromolécules, telles que les protéines et les lipides. L'endocytose est la premiére étape de la
trancytose, durant laquelle ies macromolécules pénétrent les cellules endothéliales de la BHE du

33



c6té luminal vers le c¢tté abluminal ou linverse. Aprés le déclenchement de ce processus,
Finvagination de la membrane méne a la formation des vésicules de trafic intracellulaires (Abbott,
2013). En revanqhe, les études d'internalisation des exosomes. D'autre part, 'endocytose des
exosomes, que ce soit par macropinocytose ou par des mécanismes médiés par les récepteurs,
provoque toujours la livraison de la cargaison vésiculaire a la vie endosomale (Fitzner ef af.,
2011). Il est suggéré que la macripinocytose est un mécanisme de clairance exosomale plutét
que de signalisation cellulaire. Les cellules dépourvues de capacité de présentation d'antigéne
peuvent présenter un mécanisme de dégradation de la membrane cellulaire par les cellules
immunitaires (Mayor & Pagano, 2007). Par contre, I'endocytose médiée par des récepteurs
spécifiques sur la membrane plasmique cellulaire, appelée aussi 'endocytose médiée par la
clathrine, utilise des complexes de la clathrine et des protéines adaptatrices gui recouvrent la
membrane et induisent l'invagination de la membrane dans une vésicule (Mayor & Pagano,
2007). Il est controversé de savoir si 'absorption des exosomes est spécifigue au type cellulaire
et si elle implique une fusion membranaire ou une endocytose.

3.4 Modéle de la BHE in vitro

Les modeles animaux peuvent étre remplacés par différents modéles de BHE in vitro (Abboit et
al., 2008). Par exemple, les celiules endothéliales cérebrales immortalisées, utilisées comme des
cellules primaires ou lignées des cellules endothéliales du cerveau immortalisées. De tels
modéles sont utilisés pour un grand nombre d’espéces de mammiféres, notamment le rat, la
souris, fe pore, la vache et I'étre humain (tableau 3-1).

Pratiquement, un modeéle de BHE in vitro idéal qui reproduirait tous les aspects de I'endothélium
du cerveau humain in vivo, n'est pas atteint ou n’est pas réalisable. Car les cellules sont retirées
de leurs microenvironnement cérébraux habituels et cultivés dans un systéme ou dans un milieu
de culture manquant de nombreuses influences qu'elles ressentiraient normalement a la fois du
cité du compartiment sanguin et du c6té du cerveau. Neanmoins, une variété de modéles sont
aujourd’hui disponibles, et entre eux, certains peuvent fournir des systémes trés utiles, pour
étudier la physiologie de base, pour tester et quantifier les mécanismes de permeation.
Cependant, la plupart des tests de perméabilité sont toujours effectués sur des systémes
statiques, avec des cellules cultivées sur un filtre poreux en configuration «transwell», qui offrent
une meilleure résolution et quantification de la perméation tout en minimisant la quantité de
composés requise.
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Les modeéles préservent généralement bien les protéines a jonction serrée et les mécanismes de
transport qui ont été identifiés in vivo. Des lignées cellulaires immortalisées sont également
disponibles pour de nombreuses espéces, y compris la lignée cellulaire hCMEC / D3 hutaine et
largement utilisée. Les modéles de lignées cellulaires utilisés pour les études de I'endocytose et
de la transcytose de la BHE incluent les cellules bEnd.3 de souris et les hCMEC / D3 humain
(Wen et al., 2012), (Beard ef al., 2019).

3.5 Modéles in vivo de la distribution cérébrale des VEs

Les stratégies de traiterhent des maladies cérébrales par des médicaments cibles passant la
BHE, doivent faire appel & de bons modeles expérimentaux imitant le plus fidélement possible la
BHE humaine. Une gamme de modéles et de techniques animaux a été développée
généralement chez les rongeurs, et d'autres espéces de mammiféres comme les singes, les
porcs et les chiens (Kumar & Nerurkar, 2016).

Présentement, le poisson-zébre est devenu un modéle animal idéal pour étudier des processus
biologiques complexes, tels que la biologie du développement et de la croissance (Meyers, 2018).
Plus précisément, la puissance d'utiliser la génération directe et inverse chez le poisson-zébre
est combinée a la facilité de générer un grand nombre d’'embryons transparents. En plus, il s’agit
du plus petit modeéle vertébré avec une BHE fonctionnelle et un systéme vasculaire a base de
cellules endothéliales. La gamme d'outils génétiques disponibles pour étudier le poisson-zébre
est comparable & ceux disponibles pour étudier les souris et faire du poisson-zébre un modéle
presque idéal pour examiner les interactions cellule-cellule in vivo (Meyers, 2018).

Une analyse des vaisseaux sanguins cérébraux chez les vertébrés révéle gu’il y’ en a une barriére
fonctionnelle entre la lumiére des vaisseaux sanguins et le parenchyme du cerveau. Par exemple,
dans le cas des poissons-téléostéens « Teleost fish » (Jeong et al., 2008b), la présence de
protéines de jonctions serrées a &té déduite par microscopie électronique (EM) et établie par la
perméabilité restreinte de leur BHE aux marqueurs classiques de la fonction de la barriére comme
la peroxydase de raifort et le sulfosuccinimidyl-biotine, qui sont compatibles avec la présence de
jonctions serrées entre les cellules endothéliales. De plus, des marqueurs immunohistochiniiques
localisent des composants moléculaires spécifiques de la BHE fonctionnelle dans la
microvascularisation du cerveau de poisson-zébre, y compris les protéines de jonction serrée ZO-
1 et CLDN-5 (Jeong et al., 2008b).
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Tableau 3-1 Liste des lignées des cellules endothéliales d’origine cérébrale décrites dans la

littérature
Nom Espéce Méthode de transformation Référence
BB19 Humaine sfnqgiEBET du papillome {Prudhomme ef al., 1996)
HBEC-51 Humaine |Antigéne T du SV40 (Xiao et al., 1996)
SV-HCEC Humaine |Antigéne T du SV40 {Muruganandam et al., 1997)
HCEC Humaine |Antigene T du Sv40 (Kannan et al., 2000)
HBMEC Humaine |Antigéne T du SV40 (Stins et al., 2001)
EgEECRT_ Humaine [géne de la télomérase humaine | (Gu et al., 2003)
IHEC Humaine (Sharp et al., 2003)
. géne de la télomérase humaine

hCMEC/D3 [Humaine et Antigéne T du SV40 (Weksler et a/., 2005)
TYO8 Humaine |Antigéne T du Sv40 (Sano et al., 2010)
ECV304 Humaine (Yang et al., 2017)
MB114 Souris Tran_sformation spontanée (Hart ef af., 1987)
MBEC({4) Souris Antigéne T du SV40 {Tatsuta et al., 1992)
MCEC Souris Antigéne T du SV40 (Xu et al., 1992)
S55(4) Souris Géne E1A de I'Adénovirus (Wijsman & Shivers, 1998)
TM-BBB4 Souris Antigéne T du Sv40 (Asaba et af., 2000}
bEND.3 Souris Antigéne T du Polyomavirus (Omidi et al., 2003)
bEND.5 Souris Antigéne T du Polyomavirus {Watanabe &f al., 2013)
RCE-T1 Rat Virus du sarcome de Rous (Mooradian & Diglio, 1991)'
RBE4 Rat Geéne E1A de l'adénovirus Roux et al., 1994)
CR-3 Rat Antigéne T du SV40 1%3;;‘5‘"’6” & Scherman,
GP8(.3) Rat Antigéne T du Sv40 (Greenwood et al., 1996)
GPNT Rat Antigéne T du SV40 Regina et al., 1999)
RBECI Rat Antigéne T du Sv40 (Kido et al., 2000)
TR-BBB Rat Antigéne T du Sv40 (Terasaki & Hosoya, 2001)
rBCEC4 Rat Antigéne T du polyomavirus (Blasig et al., 2001)

3 (Durieu-Trautmann ef af.,
SV-BEC Bovine | Antigéne T du SV40 1991)
BBEC-SV | Bovine Antigane T du SV40 (Stins et al., 1997)
t-BBEC-117 | Bovine Antigéne T du SV40 (Sobue et al., 1989)
PBMEC Porcine Antigéne T du Sv40 (Teifel & Friedl, 1996)
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HYPOTHESE ET OBJECTIFS DE RECHERCHE

1. PROBLEMATIQUE

La BHE régule de maniére hautement sélective le passage des substances circulantes dans le
cerveau, par laguelle 'homéostasie du SNC est conservée. Une telle barriére contrdle aussi
sélectivement l'entrée des VEs.

Il a été démontré que les VEs isolées des cellules hématopoiétiques sont capables de traverser
la BHE et de transférer les séquences fonctionnelles d’acide ribonucléigue (ARN) du sang vers
les neurones du SNC (Ridder et al., 2014b; Staff, 2018). Une nouvelle preuve suggére que les
VEs dérivées des globules rouges périphériques traversent la BHE dans des conditions
inflammatoires médiées par linjection périphérique de LPS (Matsumoto ef al., 2017a). Une étude
récente & révéler que les VEs sécrétés par des cellules implantées par voie sous-cutanée chez la
souris sont passés dans la circulation sanguine et traversent la BHE délivrer TARNm dans le cerveau
(Kojima et al., 2018b}. Cependant, la possibilité que les VEs totales du plasma humain en circulation
traversent la BHE n'est encore connue. En effet, notre défi actuel est de savoir si les VEs totales

plasmatiques peuvent traverser ou non la BHE.

2. HYPOTHESE ‘

L’hypothése de ce projet est que les VEs plasmatiques humaines sont capables de franchir la
BHE.

3. OBJECTIFS DE RECHERCHE

Objectif 1 :

Isolation, analyse et marquage des VEs. Les caractérisations se déroulent en quatre étapes ,
soient la microscopie électronique pour la morphologie, les "Western blots" pour la présence de
margueurs vésiculaires et la technique d’analyse de suivi des NPs pour la détermination de leurs
concentrations et de leurs tailles. Dans la deuxiéme partie, nous avons mis au point un protocole
de marquage des VEs avec un fluorophore spécifigue des bicouches phospholipidigues.
L'efficacité du marquage a été vérifiée par microscopie confocale, NTA et par cytométrie en flux.

Objectif 2 :
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Développer un modéle in vitro de la BHE basé sur les cellules vasculaires endothéliales murines
bEnd.3. Ce modé&le permit d’étudier l'internalisation des VEs flucrescentes et d'évaluer 'efficacité

de leurs passages a travers cette barriére.
Objectif 3 :
Injection des VEs marquées dans la circulation de larves de Zebrafish afin d’évaluer leur

biodistribution.

@
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Contribution des auteurs de I'article

Contribution personnelle

Dans le but de produire un article de qualité élevée et qui représente le livrable de mes
travaux dans le cadre de maitrise en science expérimentale de la santé, jai
coordonne,documenté et réalisé toutes les expérimentations nécessaires et utilisées
pour argumenter le présent article.

D’abord, j'ai isolé les vésicules extracellulaires (VEs) a partir du plasma humain; jai
élaboré et optimisé un protocole de marquage des VEs a la PKH6B7.

Ensuite, j'ai analysé et caractérisé les VEs avant et aprés leurs marquages, en utilisant
differentes techniques telles que la microscopie électronique a transmission (MET),
Western Blot , j'ai analysé les VEs, pour la premiére fois dans notre laboratoire, dans le
CytoFlex et sur NTA NS300 en développant moi-méme un nouveau protocole d’analyse
des VEs fluorescentes.

Par ailleurs, j'ai également établi un modéle de monocouche de cellules bEnd3. Et pour
y parvenir, j'ai suivi la résistance électrique transendothéliale (TEER) de ces cellules.
Ensuite, j'ai suivi 'expression des proteines de jonction serrées par Western biot et leur
localisation en immunofluorescence. Puis jai traité les images prises par microscopie
confocale sur le logiciel ZEN 2.6 (blue edition).

Enfin, non seulement, j'ai étudié l'internalisation des VEs-PKH67 par les cellules bEnd3
en immunofluorescence et par CytoFlex, mais aussi, j'ai étudié I'efficacité de passage
des VEs a travers le modéle établi sur cytoflex. Aussi, j'ai confirmé I'étude en effectuant

les analyses statistiques sur GraphPad Prism 6.

Finalement, pour synthétiser et représenter les resultats des expérimentations sous
forme de contenu structuré et des figures, j'ai utilisé les outils tels que PowerPoint,
ImagedJ, Fiji et Zen 2.6. Ainsi, j'ai rédigé spécifiqguement le manuscrit pour les sections du

titre, réesumeé, mateériel et méthode, discussion et conclusion.
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Contribution des coauteurs :

Jean-Michel Rabanel : il a passé les échantillons de VEs-PKH67 dans CytoFlex. il
a injecté les VEs fluorescentes dans les [arves de poissons-zébres ef il a analysé
les larves de poisson-zeébre par microscope confocale. Ainsi, il a contribué a la
redaction de toute la partie sur le modéle de larve poissons-zébre.

Mohamed Haddad: il a participé a la rédaction du manuscrit pour la
partie introduction de l'article

Mohamed Réaafet Ben Kheder: la réalisation de la partie western blot pour ia

protéine TSG101. Aussi, il a contribué a |la rédaction de la partie résultat de I'article.
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Résume de l'article en francgais

Récemment, il a été démontré que les vésicules dérivées des cellules, les vésicules
extracellulaires (VEs), en particulier les exosomes, jouent un rble clé dans ie cerveau
gréce a leurs fonctions de communication et de signalisation intercellulaire. lls ont été
suggérés pour transporter des protéines, des lipides ou des acides nucléigques entre le
sang et le cerveau dans les deux sens. Cependant, la perméabilité des vésicules dérivées
des cellules a travers la barriére hématoencéphalique (BHE) n’est pas encore claire. Nos
objectifs étaient de démontrer que les VEs périphériques humaines de sujets sains sont
capables de traverser les cellules endothéliales b.End3, un modele in vitro de la BHE.
Pour cela, nous avons isolé des VEs de plasma humain sain, caractérisé leur
morphologie par microscopie électronique a transmission, déterminé ieur taille par
analyse de suivi des nanoparticules {(NTA) et mis en évidence la présence de deux
marqueurs des VEs, TSG101 et CDB3. Par la suite, les VEs ont été marquées avec ie
fluorophore PKH67. Leur endocytose et leur transcytose ont été suivies sur un modéle
insert, un modéle de BHE in vifro basé sur les cellules vasculaires endothéliales murines
largement caractérisées b.End3. Nous avons constaté que les VEs plasmatiques
humaines totales étaient efficacement internalisées et libérées par les cellules b.End3
dans le compartiment basal du sysiéme d'insert. La stabilité des VEs marquées a la
PKH67 a été contrdlée par immunocoloration de la PKHB7 avec le TSG101. Enfin, les
VEs humaines totales ont été injectées dans le compartiment vasculaire de la larve de
poisson-zébre de 48 hpf, pour évaluer leur biodistribution et leur capacité a traverser la
BHE. Fait intéressant, les VEs étiquetées ont été trouvées dans le cerveau 24 heures
aprés linjection. En somme, ces résultats ont démontré que les VEs périphériques
humaines étaient capables de franchir le modéle de la BHE in vitro et in vivo dans les
larves du poisson-zébre de 48 hpf.

Mots clés: vésicules extracellulaires, exosomes, cellules endothéliales cérébrales

murings, bEnd.3, barriére hématoencéphalique, PKH67, poisson-zébre
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Version originale de 'article

ABSTRACT:

Recently, cell-derived vesicles, extracellular vesicles (EVs) particularly exosomes, have been
demonstrated to play a key role in the brain through their intercellular communication and
signaling functions. They have been suggested to transport proteins, lipids or nucieic acids between
the blood and the brain in both directions. However, the permeability of cell-derived vesicles
across the blood-brain barrier (BBB) remains unclear. OQur objectives were to demonstrate that the
human peripheral EVs from healthy subjects are able to cross the endothelial cells bEnd.3 cells,
an in vitro model of the BBB. For this, we have isolated Evs from plasma healthy human,
characterized their morphology by transmission electronic microscopy, determined their sizes by
Nanoparticle Tracking Analysis and evidenced in the presence of two EVs markers, TSG 101 and
CID63. EVs were then labelled with a fluorophore dye PKH67. Their endocytosis and transcytosis
were followed by a Transwell® model, an in vitro BBB model based on widely characterized
murine endothelial vascular cells bEnd.3. We found that total human plasma EVs were efficiently
internalized and released by bEnd.3 cells in the basal compartment in the transwell system. The
stability of the PKIH67-labelled EVs was monitored by the immunostaining of the PKH67-EVs
with TSG101. Finally, total human EVs were injected into the vascular compartment of 48hpf
zebrafish larvae, to assess their biodistribﬁtion and their capacity to cross the BBB. Interestingly,
labelled- EVs-were found in the brain 24 hours after the injection. Together, these results
demonstrated that the human peripheral EVs were able to cross the in vitro model of the BBB and

in vivo in the 48hpf zebrafish larvae,
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Keywords: Extracellular vesicles, Exosomes, mouse brain endothelial cells, bEnd.3, Blood-brain

barrier, PK1167, Zebrafish
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1. INTRODUCTION

The extracellular vesicles (EVs) are nano membrane-bound carriers which are released by all cell
types (Maas ef al., 2017). These vesicles are referred to by a variety of names and are formed
through multiple pathways. The first group of EVs is called exosomes. These vesicles are released
through multivesicular bodies in the endosomal pathway. The second group is one called
microvesicles which are formed by budding from the plasma membrane (Kowal ef al., 2016a).
Regardless of their origin, EVs are implicated in intercellular communication through their ability
to transfer a variety of biological cargos, including proteins, lipids and nucleic acids (Record ef
al., 2014). EVs have the capacity to protect their biological content from degradation and the
potential to deliver it to recipient cells by fusion with the plasma membrane or via endocytosis
mechanisms (Mulcahy et al., 2014). Morcover, one important parameter regarding the physiology
of EVs is their potential ability to cross tissue barriers (Jarmalaviciute & Pivoriunas, 2016). This
could have implication in normal physiology of brain-periphery communication, central nervous

system {CNS) disease pathophysiology and may provide a new avenue for brain drug delivery.

The most selective tissue bartier is the blood-brain barrier (BBB) which is composed of endothelial
cells held together by tight and adherence junctions associated with a discontinuous layer of
pericytes. The BBB is a vital boundary between neural tissue and circulating blood which plays a
protective role to insure brain homoeostasis (Cipolla, 2009). The BBB ensures the sclective
passage of molecules and particles to the brain. The passage through endothelial cells is called
transcellular transport and is mediated by different pathways including passive diffusion of
lipophilic molecules, active transport and receptor-mediated transcytosis (Abbott ef al., 2010b;
Choi & Kim, 2008; Saraiva ef al., 2016). Although the evidence is still limited, studies have

suggested that EVs may move from the peripheral circulation to the central nervous system (CNS).
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In mice, a recent study showed that peripheral red blood cell-derived EVs cross the BBB under
inflammatory condition. EVs were assumed to cross the BBB via transcellular transpott mediated

transcytosis and co-localize with microglia cells in the brain (Matsumoto ef al., 2017b).

Like wise from hematopoietic cells were demonstrated to cross the BBB transporting functional
ribonucleic acid sequences (RNA) from blood to neurons (Ridder et al, 2014a). In mice,
intravenous injection of dendritic cells-derived EVs expressing neuronal targeting peptide
delivered small interfering RNA (siRNA) specific to BACE], an enzyme implicated in AP
production, resulting in a specific gene knockdown in the brain (Alvarez-Erviti ef al., 2011a). In
agreement with this study, systemic EVs siRNA delivery was demonstrated to reduce a-synuclein
aggregates in the brain of transgenic mice (Cooper ef al., 2014). More recently, EVs secreted by
cells implanted subcutaneously in mice were shown to distribute into the blood circulation and

cross the BBB fo deliver mRNA in the brain. (Kojima et al., 2018a).

Despite these findings, little attention has been paid to the total human circulating EVs and their
involvement in the periphery to brain communication. Further, the possibility of the total
circulating human EVs to cross the BBB is still not known. In the present study, we isolated and
characterized EVs from human plasma and examine their transport across an jn vitro model of
BBB and in vivo in zebrafish larvae. Qur results support the passage of intact peripheral EVs across

the BBB, both in vitro and in vivo.
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2. MATERIALS AND METHODS

1. Isolation, labelling and characterization of extracellular vesicles

1.1. Isolation of EVs :

Plasma samples were obtained from healthy subjects. In order to isolate EVs, the human plasma
samples underwent a clarification step by centrifugation at 10,000 g for 20 min. The Total
Exosome Isolation Reagent "ExoQuick" (Invitrogen™ by Life Technologies Inc., Carlsbad, CA,
USA) was added to the debris-free plasma samples and keep for 30 min at 4°C. The supernatant
was centrifuged at 10,000 g for 5 min. The resulting pellets were washed, filtrated and resuspended
on PBS. EVs pellets were stored at —80°C until further uses. EVs were lysed and the proteins were
extracted using “Radio Immuno Precipitation Assay™ (RIPA) lysis buffer containing protease and
phosphatase inhibitors cocktails (Sigma Aldrich. Saint Louis, MO, USA). Protein concentration
was determined by the bicinchoninic acid (BCA) assay (Pierce TM BCA Protein Assay
Kit",Thermofisher scientific, Meridian, Rockford, USA). The optical density (OD) was read at 562

nm using SynergyTM HT (BioTek instruments, Inc. Winooski, VT, USA).

1.2. Labelling of EVs

100 pg of fresh EVs were labelled with the PKH67 dye (PKH67 GL-1KT, Sigma-Aldrich)
according to the manufacturer’s protocol. Briefly, EVs were dissolved in 250 pul of dilution media
and mixed with PKH67 dye also diluted in 250 pl of the same media, gently mixed for 10 minutes
at room temperature. Staining was stopped by adding Y4 (v/v) of exosomes depleted fetal bovine

serum (ED-FBS) (Life Technologies Corporation Grand Island, NY, USA) for 1 min. EVs were
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filtered on 100 kDa molecular weight filter (Millipore sigma, Oakville, Ontario, CA) and
centrifuged at 3000 g for 15 minutes at 4°C. EVs pellets were washed with 1X PBS to remove

PKH67 excess and debris. The supernatant was collected, aliquoted and kept at -20°C until use.

To confirm the specificity of EVs labelling, these last were further stained with the rabbit anti-
TSG101 (Tumour Susceptibility Gene 101) (MyBiosource, Inc. San Diego, CA, USA) at the
dilution ratio of 1:50 for 1 hour at room temperature. EVs were then incubated with the anti-rabbit
antibodies labelled with Alexa Fluor 594 nm (Cell Signaling Technology, Inc. Danvers, MA,
USA) at dilution ratio of 1:500 for 1 hour at room temperature. In order to remove free and excess
antibodies, EVs-PKH67-TSG101 were filtered on 100 kDa molecular weight filter (Millipore
sigma, Oakville, Ontario, CA) and centrifuge at 3000 g for 15 minutes at 4°C, then the pellet was
washed 2 times with 3 mL of 1X filtered PBS. The supernatant was collected and stocked at -20°C

until use,

1.3. EVs characterization methods

1.3.1. Transmission Electron Microscopy (TEM)

Briefly, fresh isolated EVs from human plasma were diluted in PBS and 4% paraformaldehyde,
Subsequently, 10 pl of the sample were placed on a copper grid covered by FORMVAR (plastic
support film) for 15 min and dried with blotting paper. The sample was negatively stained by
adding a drop of 2% urany! acetate for 1 min. The grid was viewed using a Transmission Electron
Microscope (Hitachi H7100, Japan) and the images were captured using a digital camera (AMT

XR111).
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1.3.2. Nanoparticle Tracking Analysis (NTA)

The NTA NS300 (Nanosight, Malvern panalytical. UK) was used to determine the concentration
(number of EVs/mL) and sizes (nm) of EVs . EVs samples were diluted 1000 times in water in
order to avoid pixel saturation during acquisition. The NTA instrument was connected to
illuminated laser (488 nm), a wavelength used to excite PKH67 green fluorophore bound to EVs
membrane. Three 60 sec videos for each of EVs fraction were recorded with a high-resolution
camera, then all the fractions were analyzed using the same detection threshold. The analysis was

carried out with NTA 3.4 software.

1.3.3. Western Blot of EVs Protein Markers

The total EVs proteiﬁ samples to be analyzed were heated for 5 min at 95 °C in a denaturing buffer
containing B-mercaptoethanol and SDS (sodium dodecyl sulfate), and proteins were loaded on
10% of polyacrylamide gel electrophoresis. The total proteins were then transferred to a
polyvinylidene diftuoride (PVDF) membrane. After transfers, membranes were washed with PBS
1X once for 30 min and blocked with 5% skim milk for lh, in TBS (Tris-buffered saline). They
were then incubated with the primary antibodiesTSG 101 (1: 2500) (MyBiosource, Inc. San Diego,
CA, USA) or calnexin (1: 500 }Santa Cruz Biotechnology. Dallas, Texas, USA ) or CD63 (1:
500)( Santa Cruz, Inc. Dallas, Texas, USA) overnight at 4°C. Then membranes were washed 30
min, 3 times with TBS-Tween 0,1% at room temperature and incubated with secondary antibodies
labelled with HRP anti-rabbit antibodies (1: 5000)(Cell Signaling Technology, Inc. Danvers, MA,
UUSA) and anti-mouse antibody (1:1000) (Cell Signaling Technology, Inc. Danvers, MA, USA)

for 1 hour. After 3 times TBS-Tween 0,1% washes of 30 min the proteins were detected by
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chemiluminescence (Alpha Innotech, MA, USA). The membranes were incubated for 2 min with
HRP substrate {(ECL; Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA). The membrane blots were
detected by chemiluminescence using ECL substrate (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA,
USA) and the FluorChem HD?2 system. The membrane was stained with Coomassie blue to detect

the profile of EVs total proteins.

1.3.4. Analyses of Extracellular Vesicles by Nanoscale Flux Cytometry

Analysis of EVs by flux cytomety was performed using CytoFlex S (Beckman Coulter, Pasaderna,
CA) equipped with four lasers (405, 488, 640 and 561 nm wavelength). The detection of EVs was
performed with violet side scattering (V-SSC) using the 405 nm violet laser. The detection
threshold for V-SSC was set in 1800 with a gain of 200, The fluorescent detection of the green
fluorochromes PKH67 positive vesicles was performed with the FITC channel (488 nm laser),
with gain set in 2000, Samples were run with a slow flow rate (10 pL/min) for 2 min until the
event/s rate was stable and abott rates had decreased below 2%, The acquisition time was set at 30
sec unless otherwise indicated in the results section. Data were acquired and analyzed using
CytExpert 2.0 software (Beckman Coulter Pasaderna, CA). Gated regions were determined to use
unstained EVs as controls. Relative diameters of EVs were determined by NIST PS non

fluorescents beads.

1.3.5. Confocal Analysis

After EVs labelling, either by PKH67 fluorophore or TSG101 antibody or both PKH67 and

TSG101. 40 ug of the drop sample was placed on a glass slide. The EVs drop were mounted using
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Prolong™ Gold antifade reagent (Invitrogen by thermofisher scientific, MA, USA), after
polymerization of the mounting solution they were imaged using LSM 780 scanning confocal
microscope (Zeiss, Canada). A plan-Apochromat 63x/1.4 objective. To ensure that the lights
observed by confocal microscopy really comes from EVs. Several checks have been made on the
analysis of just PKH67 fluorophore, or EVs labelled only with TSG101 antibodies, or EVs labelled

with anti-Rabbit antibodies coupled to Alexa 594 nm.

2. Construction of bEnd.3 Monolayer Model

The immortalized mouse brain endothelial cells, bEnd.3 were obtained from ATCC (ATCC CRL-
2299TM). The bEnd.3 passages number in this study were from 16 to 21. 3 x 10 cells/cm® were
plated on Transwell® (Life Sciences, Durham, NC, USA) 0.3 cm? membrane filters with 0.4 pm
porosity, cultured in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) supplemented with 10% calf
serum fetal (FBS) and 1% antibiotic. The culture medium was changed every other day. The cells

grew as a monolayer confluence within 7 days of seeding.

After 7 days of culture, the cell monolayer permeability was assessed by transendothelial electrical
resistance (TEER) measurements using Epithelial Volt/Ohm Metre (EVOM2, World Precision
Instruments Inc.) equipped with a cell culture cup chamber electrode (Endohm-6, World Precision
Instruments Inc. USA). The background value measured on the cell-free insert was subtracted from
the total TEER measurement.

Cells with TEER value higher than 35 Q.cm” were selected for the transcytosis studies. The
calculation of resistivity (Ohms.cm?) was as follows:

TEER = (Resistance () — Insert Resistance (1)) x Surface area (cm?)

51



Immunofluorescence of tight junction proteins were conducted on bEnd.3 monolayers either grows
on a glass slide (for control and tuning of detection conditions) or on Transwell® insert. Briefly,
for Transwell® experiments, at the confluence (with TEER above 30 Q.cm? and Papy, of Dex-FTIC
below 2.10° cm.s™), the bEnd.3 cells monolayer was fixed with PFA 4% on PBS. Cells were
permeabilized with 0.25% vol./vol. Triton in PBS containing Ca?'/Mg?" (PBS-Ca®*/Mg®") for 10
min. After washing with PBS-Ca*/Mg**, cells were incubated for 1 hour in a blocking solution
composed of 0.25% Tween 20 in PBS (PBST) with 5% BSA (w/vol). Then cells were incubated
at room temperature under shaking with the primary antibodies ZO-1 (dilution between 1:200 and
1:500) or Claudin-5 (dilution between 1:200 and 1:500). After 2 hours, primary antibodies were
removed and cells were washed with PBST followed an incubation with the secondary antibodies
(1:500), at room temperature. After by 1 hr, cells were washed with PBS-Ca?*/Mg?" and stained
with Hoechst 33342 (1:10 000) in the blocking buffer for 10 minutes. The central parts of the insert
were cut out with a scalpel and mounted on glass slide using prolong® Antifade mounting medium

(ThermoFisher scientific, Canada).

Mounted inserts or cells grown on glass cover slips were examined on a Zeiss LSM780 system
confocal microscope (Zeiss, Germany) equipped with a 30 mW 405 nm diode laser, a 25 mW
458/488/514 argon multiline laser, a 20 mW DPSS 561 nm laser and a 5 mW HeNe 633 nm
laser mounted on Zeiss Axio Observer Z1, The acquisitions were operated with Zen® 2011
software (Zeiss, Germany). We use a Plan-Apochromat 63x oil DIC 1.4NA objective for our
observation and a 1.6x zoom scan. Images were analyzed with Zen® Blue Black (Zeiss, Germany)

or Image]J software (Kurachti ef al., 2016).

The permeability of the monolayer bEnd.3 cells on transwell® was also assessed with Dextran-

FITC (10kD), Sigma-Aldrich, Canada). Briefly, 10 pl of 1 mg/mL solutions of 10kD Dex~FITC in
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serum-free without phenol red culture media were added to the apical side of the insert. After 1 hr
incubation time, 150p] was sampled from the basal compartment and analyzed on a 96-wells plate
(Tecan, Switzerland). Apparent permeability index (Papp) was calculated from the following

equation:

VR AG
P AL StnsCp

With Papp apparent permeability (cm.s™); ¥z, volume of receiving compartments (cm?), ACkr,
change in concentration in the receiving compartment (uM); 4, time in seconds (s); Sims: surface

of the insert (cm?) and Cp: concentration in the donor compartment (pM).

Monolayers of bEnd.3 at 10, 50 and [00% confluences were collected to follow the expression of
tight junction proteins as a function of time, The cells were lysed, and protein aliquots of crude
extract were separated on a 10% polyacrylamide gel, followed by a transfer to PVDF membranes
by transfer cassettes of Trans Blot Turbo Biorad system. The membrane was blocked for 1h in 5%
TBS-milk and then incubated in primary antibodies: ZO-1 (zonola occuludin-1) (Thermofisher
scientific, Cambridge, MA, USA) at dilution ratio 1: 200 or Cld-5 (Claudin 5) (Thermofisher
scientific, Cambridge, MA, USA) at dilution ratio 1:300 or occludin (Thermofisher scientific,
Cambridge, MA, USA) at dilution ratio 1:50 overnight at 4 °C. The following day the membrane
was incubated with the secondary antibody HRP-coupled anti rabbit antibody (Cell Signalling
Technology, Inc. Danvers, MA, USA) at dilution ratio 1:500 or HRP-coupled anti-mouse
antibodies (Cell Signalling Technology, Inc. Danvers, MA, USA) at dilution ratio 1:500 for 1h at
room temperature. Proteins bands detection was performed vsing ECL substrate. The relative
amounts of immunoreactive protein were visualized using the luminescent (Alpha Innotech, MA,

USA) FluorChem HD2 Gel Imaging System.
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3. In vitro Confocal Fluorescent Imaging for EVs Uptake by bEnd.3

3.1 Endocytosis of EVs by bEnd3

The bEnd.3 were grown on the Transwell® (Life Sciences, Durham, NC, USA) with 0.4 um pore
size as described above. In order to image the time course of EVs uptake in bEnd.3, PKH67-labeled
EVs (40 pg) or PBS without PKH67 were then added to bEnd.3 and incubated for 4 hours or 24
hours at 37 °C. All cells were then fixed with 4% PFA and nuclei were counter stained with
Hoechst 33258 (Aldrich Chem.Co) at 1:1000 for 10 min. Image analysis was performed using a
Zeiss LSM 780 Multiphoton/Confocal microscope (Zeiss). The middle Z plane of the cells was
imaged to ensure the best imaging position. All the images were analyzed with Zen 2.6 software
(blue edition).

To confirm that the fluorescence of PKH67 corresponds to EVs, the EVs-PKH67 were labelled
with the primary antibody TSG101 (1:50) for 1 hour at room temperature and then incubated with
the anti-rabbit secondary antibody (1:500) for 1 hour at room temperature. The sample was washed
3 times with filtered PBS 1X.

For the endocytosis experiments, the bEnd.3 were grown on Transwell® with 0.4 um pore size,
until confluence. Cells then were incubated with 40 pg of the double labelled EVs-PKH67-
TSGI101 for 4 hours or 24 hours. After incubation, excessive EVs were washed three times with
PBS. Cells were fixed with 4% PFA and nuclei were counter stained with Hoechst 33258 (Aldrich
Chem.Co. Toronto, ON, CA). A confocal (Zeiss 63x 1.4 NA) objective was used to localize EVs
and the images were analyzed with the Zen 20.6 software. The double staining of EVs with PKH67

dye and TSG101 antibodies was indicated as yellow (green and red) pixels in the overlay images.
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3.2  Transcytosis Studies

For the transcytosis studies through the bEnd.3 monolayer cultured on the Transwell®, cells
labelled EVs were added in the apical compartment for 4 or 24 hours. Conditioned medium from

the apical and basal chambers were collected for Cyto-Flex analysis as described above.

4. In Vivo Distribution of Zebrafish Larvae and Cerebral Distribution of EVs

Wild-type zebrafish, Tupfel long-fin (TL) strain (Danio rerio) was maintained at 28°C and kept
under a 12/12 h light/dark cycles at the animal facility of the Centre National de Biologie
Experimental (CNBE, Laval, Canada). Pigment formation was blocked by adding 0.003%
phenylthiourea (PTU) dissolved in egg water at 24 hours after fertilization (hpf).. 48hpf larvae
were immobilized in low melting point agarose (UltraPure™LMP Agarose, InVitrogen, Life
Technologies, Canada) in 35 mm Glass bottom Petri dishes (MatTek Corporation, MA, USA).
Larvae were injected in the duct of Cuvier using micropipette (10 cm Borosilicate Glass
Micropipette with filaments, Sutter Instrument, USA) pulled on a flaming/Brown Micropipette
Puller Model P97 (Sutter Instrument, USA). Volumes of injections were controlled by the
measurement of droplet size in mineral oil. The micropipette was controlled with a manual
micromanipulator MN-153 (Narishige). The injection volumes were controlled with a nanoinjector
Femtolet 4 I (Eppendorf, USA). Confocal imaging was performed on a LSM780 confocal
microscope (Zeiss, Germany). The dose of EVs injected was 4.55 ng/ul (protein content) for a
total volume of abou5 5 nL. Only larvae maintaining heartbeat and robust circulation throughout

the imaging period were reported.
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5. Statistical Analysis

All data are presented as average + SEM. For statistical evaluation, the value was compared using
ANOVA unidirectional variance analyzes or paired t-test using GraphPad Prism 6.0. In this study,

the probability value (p-value) < 0,05 was considered statistically significant.
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3. RESULTS

Characterization and labelling of EVs

The morphology of EVs was confirmed by TEM (Fig. 4.1a). The size distribution of EVs, as
demonstrated by NTA data and cytometry data, showed a heterogeneous population of particles
with sizes ranging from 50 to 300 nm (Fig. 4.1b,c). The western blot analysis revealed the presence
of EVs specific protein such as TSG101 and CD63 (Fig. 4.1d). The non-detected of calnexin

indicates the absence of contamination of EVs by other celi compartments (Fig. 4.1d).

EVs with superior size range (80-150 nm) were stained more efficiently by the lipophilic
fluorescent dye PKH67 compared to the other EVs sub-populations (Fig. 4.2a). Compared to NTA
instruments, cytoflex allowed a more sensitive detection of labelled EVs fluorescence (Fig. 4.2b).
According to our data, the CytoFlex enabled the detection of 43,8% of fluorescence from the
studies, whereas NTA couldn’t detect more than 10% of the labled vesicles. EVs were successfully
double-stained with PKH67 and TSG101 as shown by confocal microscopy (Fig. 4.2¢-g). TSG101
is an ESCRT (endosomal sorting complex required for transport) protein associated with typical
exosomal protein ALIX that participate in endosomal membrane abscission and budding, as well
as exosomal cargo sorting via specific interactions. Our results suppott the use of TSG101 as a

reliable marker for EVs labelling in fluorescence-based detection methods.

Characterization of an Endothelial Monolayer Model of BBB

The expression of tight junction proteins (occludin, claudin-5 and ZO-1) in bEnd.3 cells was

measured by Western Blot analysis for 7 days post-cell seeding (Fig. 4.3a). The tight junction
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proteins reached the highest expression starting from the day 3 (Fig. 4.3b). Moreover, the
paracellular barrier function was evaluated by TEER measurements. The best integrity of tight
junction dynamic was observed by day 7 (TEER above 34 Q cm?) and support the data obtained
from western blot analysis (Fig. 4.3¢). Furthermore, images from confocal microscope gave an
additional proof of the high expression levels and efficient distribution of tight junction proteins

(Fig. 4.3d-h).

Evidence of EVs Uptake by bEnd.3 Cells

EVs uptake by vascular endothelial cells was monitored by microscopy and FACS analysis. As
shown in Fig. 4.4a-i, cell uptake of PKH67-labeled EVs increase with time and was higher at 24
h post-incubation compared to 0 h and 4 h. The data were quantitatively confirmed by cytometry
analysis that shows a maximum internalization of particles in up to 96.7% of the cell by 24 h (Fig.

4.4k-1).

The same result was reported concerning double labelled EVs (PKH67 and TSG101) according to

a 24 h kinetics as demonstrated by fluorescent microscopy (Fig. 4.5 a-l).

Translocation of EVs across the in vitro BBB model

The translocation of EVs across bEnd.3 monolayers was investigated next using cytometry
analysis to detect EVs in biological media. Cytometry analysis showed that 60% of fluorescently
labelled EV's can cross through recipient cells to reach the basolateral compartment at 24 h post-
incubation (Fig. 4.6a-¢). The increase in PKH67-labelled EVs number in the basal (receiving)

compartment is matched with a decrease of EVs numbers in the apical (donor) compartment. Our
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results clearly indicate that EVs are effectively taken up by bEnd.3 cells and then released into the

opposite compartment,

Human EVs Biodisiribution Plasma in Zebrafish Larvae Blood Circulation

Injections of human plasma EVs labelled with PKH67 in 48hpf zebrafish larvae show a
distribution of fluorescence restricted to the vascular compartment at 2-hour post-injection (Fig.
4.7b). At 24-hour post-injection an overall decrease of fluorescent signals in the larvae is detected
(Fig. 4.7¢). Fluorescent signal is more distributed in tissue particularly in the caudal vein plexus
(CVP) region (Fig. 4.7). Extravascular fluorescence is also recorded in the brain supporting the
notion of EVs translocation across the BBB (Fig. 4.7d). However, the injection of PKH67 green
fluorescent dye without EVs, shows no signal (Fig.4.7a). Wich confirms that the fluorescence

observed in zebrafish larvae comes from EVs.

In a separate experiment, EVs were co-injected along with Cy5-Fluorescent PEGylated NPs as a
biodistribution control (see Table St for NP properties). These 140 nm NPs are confined to the
vascular compartment during the time frame of the experiment (unpublished data). At 2-hour post-
injection, confocal images revealed a perfect overlay of PEGylated Cy5-NP signal (white) with

EV PKH67 signal (green), in vascular compartment including the CVP area (Fig. 4.8).

Likewise free Dextran-FITC (10kDa) was injected as a small fluorophore control. Fluorescence
diffusion out of the circulation networks is revealed in different extravascular compattments

including fines and brain structures at 2 and 24-hour post-injection (Fig. 4.9).
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4. TABLE AND FIGURES

Table 81. Characteristics of Cy3 fluorescent PEGylated NPs.

Note: DLS: Dynamic Light Scattering, NTA: Nanoparticle Tracking Analysis, Pdi: Polydispersity Index; SD:
standard deviation

DLS measurements NTA measurements Zeta
potential

Nanoparticle z-average Pdl Mean Mode SD ¢ SD
d.nm d.nm dmnm +/-nm mV  +mlV

NPs-2000-10-

140 1411 0.135 1234 912 446 -39 39
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Fig. 4.1. Characterization of the human plasma EVs. (a) Representative TEM image of human plasma EVs (scale
bar: 100 nm) at 20.000 x magnification. (b) Size distribution and particle concentration of total human plasma EVs as
determined by Nanoparticle Tracking Analysis (Nanosight NS300, Malvern, UK). The figure shows the concentration
of EVs after 1: 1000 dilution. (¢) Size distribution was confirmed by cytometry using the violet side scattering channel
(CytoFlex S Beckman, USA) of a standard size marker (left) and total EVs preparation (right). (d) Western Blot results
depicts the expression of different exosomal markers (TSG101, CD63) in EVs and the expression of integral protein
of the endoplasmic reticulum (Calnexin) in SK-N-SH neuronal cells as negative control. According to EVs

concentration determined by NTA and protein dosage by BSA, an equivalent amount of EVs was loaded on the gel.
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Fig. 4.2. Characterization of human plasma EVs after labelling with PKH67 lipophilic dye. (a) Total EVs size
distribution with and without PKH67 labelling (exitation of 490 nm and emission 502 nm), after 1:100 dilution. (b)
PKH67 labelled EVs were analyzed by CytoFlex. Triton 0,2% was added to solubilize lipidic vesicles (¢) EVs labelled
with PKH67; (d) EVs immunolabeled with TSG101 bound to anti-rabbit Alexa Fluor 592 nm. (e) The EVs labelled
with the secondary anti-rabbit antibody (negative control), scale bar is 2 pm; (f) The image represents the overlay of
the fluorescence from EVs labelled with both PKH67 and TSG101 antibody; (g) The image shows an enlarged zone
of (F), the scale bar is 0.5 pm.
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Fig. 4.3. Characterization of the bEnd.3 monolayer. (a) Monitoring the expression of the tight junction proteins
(Z0-1, occludin and claudin-5) at dayl, day3 and day7 after seeding. (b) Statistical analysis of the WB results (N=3
of the same sample). (¢) TEER measurements (d-g) Confocal images showing the localization of tight junction
proteins in bEnd3 monolayer. (d) Nuclei stained with Hoechst (blue), (e) ZO-1 antibodies (red), (f) Claudin-5
antibodies (green) and (g) Merge d-e-f. The bar scale is 20 pm. (h) 3 dimensions of enlarge section of the figure g

showing junction protein localization (scale bar is 10 pm).
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Fig. 4.4. EVs-PKH67 Internalization into mouse brain vascular endothelial cells (bEnd.3). (a-i) Confocal images
of the uptake kinetic of PKH67 labelled-EVs after 0, 4 and 24 hours. (a, d and g) Cell nucleus labelled with Hoechst
(blue). (b,e and h) ZO-1 antibody bound with Alexa Fluor 592 nm (red). (e.f and i) Merge pictures Images were
acquired at 63X. (j) 3 dimensions of the confocal images of PKH67 labelled-EVs uptake after 24 hours. The scale bar
is 10 um (k) Quantitative analysis of labelled EVs via Cytometry assay (1) Median fluorescence intensity (MFI) as a

function of incubation time. * Significant difference p<0.05 (GraphPad Prism 6).
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Fig. 4.5. Uptake of doubly labelled EVs in the bEnd.3 monolayer. Confocal images shown (a,b,e and d) cells
incubated with labelled EVs at time zero. (e and i) The nuclei was stained with Hoechst (blue), (f and j) EVs were
labelled with PKHG67 (green), (g and k) then with TSG101 antibodies coupled to Alexa Fluor 592 nm (red). (h) and
(I) showed the colocalization of the EVs marked with both PKH67 and TSG101 antibody (yellow). Images were
acquired at 63X. The scale bar is 10 pm.
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Fig. 4.6. EVs translocation across the bEnd.3 monolayer cells. (a) lllustration of bEnd.3 monolayer cells. Labelled
EVs were added to the apical chamber of the Transwell and incubated with bEnd.3 cells . Both apical and basolateral
chamber mediums were collected for CytoFlex analysis after different incubation times: 0, 4 and 24 h. (b) Quantitative
analysis of the apical and (c) basolateral chamber medium. (d) Correlation between two chambers medium. Error bar

in SEM and *P < 0.05. (e) Quantitative analysis of the apical and basolateral Transwell chambers.
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Fig. 4.7. Injection of the duct of Cuvier of PKH67-labelled plasma EVs. (a) Maximum intensity projection of
confocal image of PKH67 alone post-injection (b) A confocal image at 4-hour post-injection (¢) At 24-hour post-

injections. (d) Bright field images of larvae head (right); corresponding images, 488 nm confocal fluorescent images

of larvae head (left). The scale bar is 500 pm.

67



Brain

VEs-PKH67

NPs124

Merge
VEs+NPs124

Fig. 4.8. Visualization of flu PEGylated NPs and EVs biodistribution in zebrafish larvae at 2 hours post
injections. See text for details (X10). Insert: Brain imaging (X20).
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Fig. 4.9. Control experiments: injection of Dextran-FITC 10kDa. Maximum intensity projection confocal 10X

stitched images of the same zebrafish larvae injected at 48 hpf with Dex-FITC (a) Biodistribution of fluorescence after

4 hours; (b) Biodistribution of fluorescence after 24 hours. Inserts: 20X confocal images of zebrafish larvae head.




5. DISCUSSION AND CONCLUSION (Article)

The communication between blood and brain is essential to transfer the nutrients from the blood
stream to brain, and inversely, the waste materials from the brain to blood stream. Recently, EVs
have been suggested to transfer their protein corona and other content between the blood and the
brain in both directions (Agliardi et al., 2019; Alvarez-Erviti et al., 201 Ib; Kojima ef al,, 2018b;
Mustapic et al, 2017). However, their translocation mechanism across endothelial cells
representing the BBB remains unclear. Using isolated EVs labelled with the fluorescent dye
PKH67, we have successfully demonstrated that the circulating EVs were taken up and released
by bEnd.3 cells seeded on the Transwell model. The stability of the PKH67-EVs during the
endocytosis and the transcystosis was demonstrated by the immunostaining of TSG101. The
cerebral distribution of EVs following a peripheral injection remains a great challenge. We
demonstrated that the injection of PKH67-labelled EVs into the Vascularlcompartment of 48hpf

zebrafish larvae leads to their cerebral distribution 24 hours after the injection.
Isolation and Characterization of Human Plasma EVs

Currently, there is no general agreement on an ideal method for isolating EVs. According to the
International Extracellular Vesicles (ISEV) guidelines, the isolation of EVs i.§ dependent on the
application (Théry et al., 2018). Here, we used a validated protocol as described previously by our
laboratory (Haddad et al, 2019a; Haddad er al, 2019b). Once enriched, these EVs were
characterized by TEM, NTA, nanoscale flow cytometry and by immunodetection of specific EVs

markers.
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An ideal technique for labelling EVs for imaging should implement the following criteria: a stable
and sufficient signal intensity, high specificity and sensitivity without adverse influence on their
biological functions. By NTA analysis, we found that the labelling with the lipophilic marker
PKH67 did not affect the size of EVs and the PKH67-EVs were stable which was confirmed by
the immunostaining of TSG101. Interestingly, we found that the human circulating EVs were
internalized by the bEnd.3 endothelial cells and released without being degraded after 24 hours

which were demonstrated by the double labelling PKH67 and TSG101.

In this study the particle size distribution of PKH67 labelled extracellular vesicles from human
plasma was measured using two different techniques, NTA and nanoscale flow cytometry, NTA
is the only technique that can measure individual nanoparticles (NPs) sizes and concentration
simultaneously in solution, using laser light scatiering. It enables to visualize the individual
particles and track their Brownian motion. So the number based particle size distributions, based
on individual particle measurement, is developed in a few minutes. In contrast to the flow
cytometry, one of the limitations of the NTA assay was its inability to analyze labelled and

unlabelled EVs simultaneously,

Characterization of an Endothelial Monolayer Model of BBB

There is a large number of in vitro BBB models. In this project, we choose the mouse brain
endothelial cells (bEnd.3) to develop our tight monolayer model. The bEnd.3 cells are one of the
best BBB models, which can express a lot of junction proteins compared to other cells (Watanabe
et al., 2013). In addition, they contain various transport systems mediated by carriers known to be

expressed in BBB in vivo (Omidi ef al., 2003). In our cells monolayer, the barrier integrity was
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demonstrated by the presence of essential tight junction proteins: claudin-5, occludin, ZO-1 and
observation of targeted TEER values (Cancel ef al., 2018). Thus, in our conditions, bEnd.3 cells
were a suitable and convenient model for evaluating BBB function, in particular the paracellular

barrier (Watanabe et al., 2013).

Study of internalization of labelled EVs and assessment of their passage efficiency

The uptake of different-sized and labelled EVs was investigated in a quantitative way using
Confocal microscopy and flow cytometry, in an attempt to understand intracellular transport of
labelled EVs within the BBB. Our quantitative flow cytometry analysis, showed that the
internalization of labelled EVs increased with time. A recent study had shown that incubation of
EVs at 37°C temperature for 24 hours could affect their membrane and facilitate their cellular
uptake (Cheng ef al., 2019). Other parameters, including pH can affect the uptake of the EVs. A
few years ago, a study showed that acidic pH could reduce exosome degradation (Ban et al., 2015;
Zhao et al., 2017) while another study demonstrated that storage at pH 4 decreased the

concentration of exosomes and increased their cellular uptake (Cheng ef al., 2019).

One of the limitations of our transcystosis assay is our result with the immunostaining of TSG101
supports the hypothesis that the released EVs maybe not come from newly formed EVs by bEnd.3

monolayets (Kurachi ef al., 2016).
Human plasma EVs biodistribution in zebrafish larvae blood circulation

The zebrafish model is a very accessible vertebrate model which allows for bridging the gap
between cell assays and in vivo rodent models. The biodistribution of fluorescent-labelled EVs in

zebrafish larvae could provide insights into distribution of plasmatic EVs in major organs, Indeed,
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the zebrafish model recapitulates all the main organs of superior organisms with a high degree of
gene conservation with humans. Moreover, it provides a convenient BBB models with a high
. optical trangparency, enabling in vive imaging with a very high spatio-temporal resolution (Kalueff
et al., 2014). Zebrafish conserves most of the BBB functions of mammalian (O'Brown ef al.,2018).
The expression of tight junction proteins could be detected in larvae brain microvessels (Fleming

et al.,2013; Jeong et al., 20(]'8a).

Our in vivo injection of EVs showed . The decrease of fluorescence at 24-hour post-injection which
can be attributed to degradation and elimination of EV's and detachment of PHK67 (Cheng et al.,
2019). The relative fluorescent signal increases in extravascular regions, such as the caudal vein
plexﬁs (CVP) region or brain can be attributed to PKH67-EVs penetration in tissues at longer
incubation time. Indeed, CVP displays tortuous vessels, slow blood flow, favouring EVs arrest and

cell internalization (Ferreira, 2017; Sieber ef al., 2017; Verweij ef af., 2019).

The distribution of Dextran-FITC molecule is strikingly different from EVs or NPs distribution,
showing a diffuse pattern of fluorescent across the larvae. This observation, supports the notion
that fluorescence detected following EVs injection is actually associated with the EVs, at least in
the few first hours following injection. The persistence of fluorescence in circulation supports the
presence of intact EVs in circulation, This property could be advantageous for drug delivery

application of EVs.

However, it is unclear at this time if diffusion of flucrescence in tissue is related only to intact EVs
slowly translocating across blood barrier into tissues or if released PKH67 molecules (dye) are

contributing to the observed signal. This point merits further investigations.
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In order to fully the use of EVs as therapeutic nanocarriers, it is necessary to establish the
intracellular pathways and the mechanisms by which their cargo is transported (Murphy ef al.,

2019).

Currently, our knowledge is limited to produce a clear conclusion about the main route mechanism
of the internalization and delivery of EVs in host cells, Some recent studies seem to agree on the
endocytic pathway, due to the heterogeneity of the EVs in terms of size and origin, it is possible
that they can interact different]y with the receptor cells. These differences reflect the disagreement
of studies on the type of main EVs endocytosis mechanisms, with clathrin-dependent, caveola-
dependent, macropinocytosis, phagocytosis and uptake mediated by a lipid raft (Néslund ef af.,

2014; Rana et al., 2012).

Conclusions

Our results revealed that intact human plasma EVs are internalized by the bEnd.3 cells, they are
able to cross the monolayer of endothelial cells in vitro. Invivo injection of EVs in zebrafish model

demonstrated that peripheral circulating EVs could cross the BBB and biodistributed in the brain.
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SECTION 3 : DISCUSSION, CONCLUSION ET PERSPECTIVES

1. Discussion et propositions

Isoler et caractériser les VEs humaines

Le terme VE, inventé par la société internationale pour les vésicules extracellulaires

(ISEV, http://iwww.isev.org), catégorise les vésicules en fonction de leur voie de biogengse ou

de libération (Ramirez et al., 2018). En 2014, les membres du conseil d'administration de FISEV
ont publié un éditorial de position détaillant leurs recommandations, sur la base de leur propre
expertise établie, sur les "exigences expérimentales minimales pour la définition des VEs et leurs

fonctions" (Théry ef af., 2018). Ces consignes servent & améliorer les résuitats des VEs publiés.

Les VEs représentent une grande sous population vésiculaire, constituée principalement des
microvésicules et des exosomes, qui portent souvent les caractéristiques des cellules qui les ont
libérés (tableau 1-1). Elles contiennent des protéines, des lipides et du matériel génétigue (figure
1-8). A 'heure actuelle, on constate un intérét massif des études basées sur la littérature & propos
de l'usage des VEs, plus particulierement les exosomes, dans le cadre clinique pour les outils de
diagnostics et thérapeutiques (Brenner et al., 2019).

Une liste d’informations minimales pour les études des VEs (MISEVou MISEV2014) a été fournie
par I'ISEV, couvrant I'isclement, la caractérisation et les études fonctionnelles des VEs. Dans le
but de sensibiliser les chercheurs, les rédacteurs en chef et les examinateurs de revues aux
exigences expérimentales et de rapport spécifiques au domaine des VEs (Théry et al., 2018).

Néaumoins, il n'y a aucun accord sur une méthode idéale pour isoler les VEs. Chaque méthode
d’isolement et d’analyse (figure 2-1 et figure 2-2) a ses propres avantages et ses inconvénients.

Dans ce projet nous avons voulu mettre en avant I'efficacité de passage des VEs d'origine du
plasma humain a travers la BHE in vitro et leurs distributions dans les larves du poisson-zébre
dans un second temps.

On a développé des méthodologies dans notre laboratoire pour suivre les VEs. Pour ce faire,
nous avons utilisé la méthode d'analyse de suivi des nanoparticules (NTA NS300), qui permet de
déterminer la concentration et le nombre des vésicules en solution (figure 1b). De plus, le NTA, il
est capable de quantifier méme les vésicules fluorescentes. Nous avons optimiser 'utilisation de
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la Cytométrie en flux, plus particulirement le CytoFlex pour détecté les VEs (figure 1¢) , cette
technique, permet 'analyse individuelle des nanoparticules vésiculaires et synthétiques dans un
milieu biologique comme 'eau, PBS et le milieu de culture.

Ces méthodologies ouvrent des perspectives pour la suite des expériences in vitro. Dans notre
démarche, il était important d'isoler et d'améliorer le protocole d'étiquetage des VEs, afin de
visualiser leurs passages a travers la BHE. La méthode optimale utilisée dans ce projet a été
déterminée dans notre laboratoire (Perrotte ef al., 2020). Tout comme d'autres études publiées
en avant, nous avons réussi a isoler des VEs a partir du plasma humain {Perrotte ef af., 2020)
(Fig. 3.4.1a).

Marquage et caractérisation des VEs humaines

Dans ce projet, jai réussi & marqué les VEs plasmatiques d'origine humaine, en utilisant e
fluorophore PKHE7 qui & une longueur d’onde d'émission de 490 nm et d'une excitation de
lumigre verte 4 502 nm.

Le choix de la PKH67 s'est basé sur une profonde recherche bibliographique {tableau 2.1). Selon
la Littérature, la PKH67 parmi les sondes les plus stables in vitro et in vivo. La PKH & un demi de
vie in vivo entre 5 a 100 jours (Chuo et al., 2018; Skardelly et al., 2011). De plus, le signal de la
PKH67 est stable et puissant pour 'imagerie. Cependant, nous avons réussi a marquer les VEs,
comparés a linstrument NTA, le cytoflex (Fig. 3.4.2b) a permis la détection de 44% de vésicules
fluorescentes, alors que le NTA n'a pas pu détecter plus de 10% des VEs marquées (Fig. 3.4.2a).
On pense que navons pas marquer toutes les vésicules, malgré gu'on a augmenté la
concentration de la PKH67 a 16 uM dans 100 pg de VEs. Car, la PKHE7 se fixe mieux sur les
vésicules de taille entre 50 & 150 nm que les VEs inférieure 2 50 nm a cause de leur petite
bicouche lipidique. De plus, le NTA et CytoFlex ne sont pas suffisamment sensibles pour détecter
toutes les VEs fluorescences.

Les avantages de notre modéle de BHE in vitro

Aprés avoir isolé, caractérisé et marqué les VEs. Nous avons développé un modéle de BHE in
vitro pour effectuer nos études de passage vésiculaires. Notre modéle utilise une lignée cellulaire
disponible commercialement, les cellules endothéliales du cerveau murin bEnd.3, ce sont des
cellules immortalisées qui représentent des caractéristiques de [a BHE (Li ef af., 2010).
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Par conséquent, notre modéle est plus accessible & d'autres équipes de recherche pour
reproduire les résultats que nous avons obtenus. Cette lignée de cellules fournit une grande
majorité de protéines de jonctions serrées (Watanabe ef al., 2013).

Notre modele de monocouche bEnd.3 offre donc un éventail de possibilité pour étudier, la toxicité,
le trafic et le mécanisme d’internalisation des VEs ou des NPs a travers la BHE. Avant d'utiliser
le modéle BBB basé sur les cellules bEnd.3 pour I'étude de passage des VEs, le modéle a été
optimisé et validé dans notre laboratoire avec une série d'expériences visant & atteindre une
intégrite de barriére maximale pour la meonocouche bEnd.3 {Fig. 3.4.3).

Les limites de notre modéle de monocouche endothéliale bEnd.3

Malgré que nous ayons indiqué gu'il est possible de créer une monocouche de cellules
endothéliales in vitro a partir de la lignée cellulaire bEnd.3, notre modgle contient tout de méme
ses limites.

D'abord, ies cellules bEnd.3 sont obtenues & partir des cultures cellulaires primaires
immortalisées, pour établir une lignée cellulaire au potentiel de divisions illimitées, en échappant
la sénescence cellulaire normale. De plus, les celluies bEnd.3 in vitro ne sont pas dans leur
environnement normal et que par conséquent, leurs activités ne sont pas régulées par ies autres
cellules notamment les astrocytes , les neurones et les cellules microgliales comme dans le cas
de la BHE in vivo.

Enfin, les cellules bEnd.3 expriment moins de protéines de jonctions serrées au moins dans la
condition normale de cette étude par rapport aux cellules endothéliales primaires du cerveau
murin (Yang ef al., 2017). Les cellules primaires mettent plus de temps a se développer que les
aufres lignées cellulaires et ont un potentiel de croissance limité méme dans des conditions de
croissance optimales et finissent par se sénescence et mourir. De plus, le colt de lisolement et
de la culture est souvent élevé. Ces cellules sont extrémement sensibles nécessitant des
nutriments supplémentaires non inclus dans les milieux classiques. Les cellules primaires sont
initialement hétérogénes, elles représentent un mélange de types cellulaires présents dans le
tissu et ne peuvent étre maintenues in vitro que pendant une période de temps limitée (Yang et
al., 2017). |
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La biodistribution des VEs plasmatiques humaines dans la circulation sanguine
des larves de poisson-zébre

Ici, nous avons étudié la biodistribution des VEs dans un modéle de larves de poisson-zébre. Ce
modéle permet de combler I'écart entre les tests cellulaires et les modéles de rongeurs in vivo.
En raison de sa taille, de sa facilité de maintien, de son développement rapide et de la nature
hautement conservée de la genétique et de la biologie cellulaire avec les vertébres supérieurs, le
poisson-zébre est un organisme approprié pour modéliser les maladies humaines (Kim et al.,
2017, Umans & Taylor, 2012). En utilisant ce modéle, I'injection des VEs marquées a la PKH67
dans la circulation sanguine des larves pourrait fournir des informations sur le comportement et
la distribution des VEs plasmatiques humaines dans les principaux organes de ces larves.

En effet, le modéle du poisson-zébre récapitule tous les principaux organes d'organismes
supérieurs avec un degré élevé de conservation des génes chez I'homme. De plus, il fournit un
modéle de BHE avec une fransparence optique élevée et pratique permettant une imagerie in
vivo avec une résolution spatio-temporelle trés élevée (Kalueff et al., 2014). L'expression de
protéines a jonction serrée a pus étre détectée dans les microvaisseaux cérébraux des larves
(Fleming ef al., 2013; Jeong et al., 2008h).

Les preuves de distribution des VEs dans notre travail (Fig. 3.4.7) sont similaires & celles
rapportées pour les liposomes injectés ou les VEs dérivées de tumeurs (Ferreira, 2017; Sieber ef
al., 2017). Dans I'ensemble, la quantité de vésicules fluorescentes utilisée dans cette expérience
est 3000 fois moins, par rapport aux modéles murins (Lai ef al., 2014).

Selon nos résultats, nous avons constaté une diminution de la fluorescence 24 heures aprés
linjection des VEs marquées a la PKH67 (Fig. 3.4.7). On pense que cela est di soit a la
dégradation des exsosomes, soit au détachement de la PKH67.

Le signal fluorescent relatif augmente dans la région extravasculaire, comme la région du plexus
veineux caudal (CVP) ou le cerveau (Fig. 3.4.7) peut étre attribué la pénétration du colorant
fluorophore dans les tissus 4 des temps d'incubation plus longs.

Il sera intéressant également de faire la méme expérience de biodistribution des VEs dans les
poissons-zébre matures pour mieux comprendre linteraction de ces VEs avec la biologie du
poisson-zébre. |l pourrait étre une alternative intéressante aux modéles murins pour les études
de passage des VEs vers le cerveau.
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2. Conclusion et perspectives

En effet, le premier chapitre de cette mémoire décrit les évolutions et les challenges de la
caractérisation des VEs et leurs comportements, en particulier leurs translocations in vitro dans
les cellules endothéliales et leurs biodistributions in vivo dans les larves de poisson-zébre.

En ce moment, divers outils de diagnostics basés sur les VEs sont en cours de développement
(Beuzelin & Kaeffer, 2018; Chevillet ef al., 2014, He et al., 2019). Nous ne savons toujours pas
guels mécanismes sous-tendent la capacité des VEs a transférer des marchandises. Les
recherches futures devraient étre axées sur le développement des technigues permettant de
mieux suivre la livraison des cargaisons des VEs afin de déterminer les voies impliquées dans ce
processus.

Une attention particuliére devrait &tre accordée a la séparation des sous-populations des VEs par
chromatographie d'exclusion de taille (SEC), en tant que méthode efficace en une seule étape
pour Fisolement des VEs (Boing et al., 2014), impliquant la filtration d'une solution a travers une
colonne de billes poreuses avec des rayons plus petits que les VEs d'intérét. Au cours de ce
processus, les fractions de solution seront élues par ordre décroissant de taille, et la fraction
contenant des biomolécules avec la des VEs d'intérét peut é&tre isolée de maniére sélective
(Carnino et al., 2019). Cela pourrait fournir un apergu des composants des VEs qui sont
importants dans la prestation fonctionnelle, réduire 'nétérogénicité de la population vésiculaire et
dévoiler le mécanisme d'action de chaque sous-population vésiculaire.

Dans I'ensemble, les résultats obtenus tout au long de ce projet concernant la partie de larve
poisson-zébre ouvrent la possibilité d'utiliser le modéle du poisson-zébre mature pour étudier la
biodistribution et le passage des VEs plasmatiques humaines vers le cerveau de maniére plus
rapide et efficace.

Surtout, si nous pouvons développer davantage le modeéle pour étudier le mécanisme de passage
des VEs, il peut représenter un modéle in vivo hautement informatif et applicable pour I'étude des
VEs en milieu clinique. Un défi majeur entravant [l'utilisation des VEs dans un contexte
thérapeutique est la difficulté d'assurer [a livraison & leurs sites d'action thérapeutique tout en
évitant I'accumulation sur des sites hors cible. Une administration non spécifigue diminue
l'efficaciié et peut induire des effets non spécifiques.
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