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Vésicules extracellulaires et cancer

La communication entre les cellules tumorales et les cel-
lules stromales fagonne un microenvironnement permissif
a la progression métastatique. Les vésicules extracellu-
laires favorisent cet échange en modifiant le compor-
tement de cellules qu’elles ciblent, stimulant ainsi la
progression de la tumeur, mais également la formation
de métastases [1]. Lorsqu’elles sont sécrétées par les
cellules tumorales, les vésicules extracellulaires peuvent
stimuler localement la prolifération, invasion ou la
résistance aux traitements anti-tumoraux des cellules
tumorales voisines [1]. Elles peuvent également agir
sur des cellules non tumorales du microenvironnement
et, par exemple, promouvoir la néo-vascularisation de
la tumeur ou activer les fibroblastes résidents, modi-
fiant ainsi la composition de la matrice extracellulaire.
Elles jouent, par ailleurs, un rdle crucial dans la réponse
immunitaire anti-tumorale, et peuvent I'activer en ser-
vant, par exemple, de source d’antigénes tumoraux ou,
au contraire, peuvent favoriser « I’évasion » immuni-
taire de la tumeur en inhibant les lymphocytes T ou en
réduisant la cytotoxicité des cellules NK (natural killer)
[2]. Outre cette action locale, les vésicules extracel-
lulaires tumorales agissent également a distance de la
tumeur primaire, dans des organes ou des tissus qu’elles
atteignent en empruntant les circulations sanguine ou
lymphatique. Elles pré-conditionnent ainsi de futurs
organes a recevoir des métastases, avant méme 'arri-
vée des cellules tumorales, en formant des niches pré-
métastatiques [3]. Ces niches, qui favorisent I'arrivée et
la croissance de cellules tumorales, donc I"implantation
de métastases, présentent des caractéristiques com-
munes : des barriéres endothéliales fragiles et poreuses,
une activation des cellules stromales, un recrutement de
cellules myéloides et un microenvironnement globale-
ment pro-inflammatoire et immunosuppresseur [2, 3]. Si
ce nouveau paradigme impliquant les vésicules extracel-
lulaires dans le développement métastasique est porteur
d’espoir sur un plan diagnostique voire thérapeutique, de
nombreuses zones d’ombre limitent encore sa compré-
hension et freinent son exploitation. Par exemple, si la
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fonction pro-métastatique de certains cargos (protéines et micro-ARN)
présents dans les vésicules extracellulaires tumorales a été rapportée
[1, 31, l'identité moléculaire du contenu des vésicules extracellulaires
induisant I’apparition des niches pré-métastatiques est encore mal
connue. On ignore également la nature précise des mécanismes permet-
tant "accumulation de ces cargos dans les vésicules extracellulaires et
la sécrétion de ces vésicules par les cellules de la tumeur primaire. Par
ailleurs, alors que les niches pré-métastatiques et les métastases se
forment dans des organes déterminés, qui varient selon le type tumoral,
on comprend encore mal les processus qui régissent cette spécificité
[3]. Comprendre les mécanismes de la biodistribution des vésicules
extracellulaires tumorales pourrait aider a expliquer ce phénomene.
De maniere générale, une meilleure compréhension de ces processus
et des molécules mises en jeu permettrait de mieux détecter et com-
battre la formation de métastases, une étape critique de I'agressivité
d’une tumeur cancéreuse. Sonder le répertoire moléculaire des vésicules
extracellulaires par des biopsies liquides permettrait de développer des
outils pour détecter la maladie plus tot et entreprendre des approches
thérapeutiques ciblées.

Notre équipe de recherche vient d’apporter un éclairage nouveau sur ces
questions en identifiant une nouvelle voie de biogenese des vésicules
extracellulaires tumorales et en décrivant, par une approche molécu-
laire « multi-modele », son implication dans la formation de niches
pré-métastatiques dans le contexte du cancer du sein métastatique [4].
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Figure 1. Modéle expliquant le réle des
GTPases Ral dans la sécrétion d’exosomes
tumoraux et dans la formation de niches
pré-métastatiques. Les GTPases RalA et
RalB contrdlent la densité de corps multi-
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dans les cellules tumorales et la sécré-
tion de vésicules extracellulaires par ces
cellules. Elles contrdlent également le
chargement de CD146 dans les vésicules
extracellulaires, une protéine d’adhérence
qui favorise leur accumulation dans les

organes destinés a recevoir des métas-

tases et la formation de niches pré-métas-

Biogeneése des vésicules extracellulaires tumorales

Bien que représentant un ensemble trés hétérogene, les vésicules
extracellulaires sont classées en deux catégories selon leur voie de
biogenése : exosomes ou microvésicules. Les exosomes proviennent
de la sécrétion des vésicules intraluminales présentes au sein d’un
endosome tardif particulier, le corps multi-vésiculaire. Lorsque celui-
ci fusionne avec la membrane plasmique de la cellule, les vésicules
intraluminales sécrétées dans le milieu extracellulaire sont alors
appelées exosomes [5] (Figure 1). Les microvésicules, quant a elles,
proviennent du bourgeonnement de la membrane plasmique de la
cellule [5]. Certains mécanismes moléculaires contrélant la sécrétion
des vésicules extracellulaires tumorales et participant directement
a la formation de métastases ont été récemment identifiés [1, 5].
Par exemple, la GTPase Rab27a permet I'ancrage des corps multi-
vésiculaires a la membrane plasmique, et contrdle ainsi la sécrétion
d’exosomes, ce qui favorise notamment les métastases de carcinomes
mammaires et de mélanomes chez la souris [6, 7]. Afin de mieux com-
prendre comment la sécrétion de vésicules extracellulaires contrdle
I’apparition de métastases, nous avons choisi de nous concentrer sur
les GTPases RalA et RalB car nous avions préalablement mis en évi-
dence le rdle de leur orthologue, RAL-1, dans la sécrétion d’exosomes
chez le nématode Caenorhabditis elegans [8]. Ces protéines étaient
alors connues pour leur fonction dans différents processus cellulaires
(sécrétion, migration, prolifération, etc.) et pour leur rdle pro-tumoral
dans plusieurs types de cancers [9]. Pour évaluer leur importance dans
les processus de métastases induits par les vésicules extracellulaires,
nous avons étudié les effets de I'inhibition de I'expression de ces
GTPases dans un modeéle de carcinome mammaire murin particuliere-
ment agressif [4]. Ce modéle cellulaire, appelé 4T1!, mime fidélement,
aprés injection a des souris BALB/c, la maladie humaine (cancer du
sein « triple négatif ») et permet de réaliser des études de tumorige-
nese et de métastases expérimentales dans un contexte syngénique.
Nous avons constaté que la réduction de I’expression de RalA ou de

! 4T1 est une lignée cellulaire de cancer du sein dérivée du tissu de la glande mammaire de souris BALB/c.
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tatiques (figure créée sur BioRender.com).

RalB (par la technique de shARN [short hairpin RNA]),
ou leur inhibition pharmacologique, diminuent la sécré-
tion des vésicules extracellulaires tumorales. Les inhi-
biteurs chimiques des GTPases Ral diminuent également
la sécrétion de vésicules extracellulaires par d’autres
types de cellules tumorales (cellules de mélanome
et de carcinome pancréatique), ce qui indique que la
fonction de ces protéines n’est pas restreinte au cancer
du sein. Une analyse subcellulaire des organelles a éga-
lement permis de montrer que RalA et RalB affectent la
sécrétion d’exosomes en contrélant la densité cellulaire
des corps multi-vésiculaires (Figure 1) [4]. Ainsi, nous
avons mis en évidence une nouvelle voie de sécrétion
d’exosomes tumoraux dépendant des GTPases Ral, pour
laquelle il conviendra de déterminer comment elle s’ar-
ticule avec les mécanismes de biogenese des exosomes
décrits précédemment [5].

Vésicules extracellulaires tumorales et niche
pré-métastatique

Afin d’évaluer I'importance de cette voie de sécrétion
d’exosomes dans la progression tumorale et la forma-
tion de métastase, nous avons entrepris d’injecter les
cellules 4T1 dans la glande mammaire de souris syngé-
niques immunocompétentes. Alors que les GTPases RalA
et RalB perturbent la croissance des tumeurs primaires
de maniere opposée, toutes deux sont requises pour
la formation de métastases pulmonaires. On retrouve
d’ailleurs une expression plus élevée de ces GTPases
chez des patientes atteintes de cancer du sein et
présentant des métastases [4, 9]. Les résultats que
nous avons obtenus montrent ainsi, d’une part, que les
GTPases Ral contrdlent la sécrétion d’exosomes tumo-
raux et, d’autre part, que ces GTPases sont nécessaires
a la formation de métastases. Afin d’établir un lien
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entre ces deux phénotypes, nous avons évalué la capacité des vésicules
extracellulaires tumorales a induire la formation de niches pré-métas-
tatiques dans un modele de métastases expérimentales chez la souris.
Nous avons observé que les vésicules extracellulaires issues de cellules
dans lesquelles I’expression des GTPases Ral a été inhibée perdent
leur potentiel pro-métastatique. Ces vésicules perdent également la
capacité de cibler les organes destinés & recevoir des métastases (le
foie et le poumon), une propriété essentielle a la formation des niches
pré-métastatiques. Les GTPases Ral sont donc nécessaires a la sécré-
tion d’une sous-population de vésicules extracellulaires capables de
cibler efficacement un organe destiné a recevoir des métastases et d’y
former des niches pré-métastatiques.

Nous avons ensuite analysé le contenu des vésicules extracellulaires
tumorales par une approche « multi-omique ». Nous avons observé
que les GTPases Ral contrélent le contenu de ces vésicules en pro-
téines, en ARN (ARNm et ARN non-codants) et en lipides. Une décou-
verte majeure de cette analyse comparative a été I’identification
d’une protéine d’adhérence intercellulaire, CD146 (aussi appelée MCAM
pour molécule d’adhérence cellulaire du mélanome), dont I’enrichisse-
ment dans les vésicules extracellulaires tumorales dépend des GTPases
Ral (Figure 1). Uinhibition de CD146 & I'aide d’un anticorps anti-CD146
a montré que cette protéine est nécessaire au ciblage pulmonaire
de ces vésicules ainsi qu'a la formation de niches prémétastatiques.
Uidentification de CD146 dans ce contexte vient s’ajouter a celle des
tétraspanines (TSPAN8 et CD151) et des couples d’intégrines (634,
o, B4 et a6B1), dont I'impact sur 'accumulation des vésicules extra-
cellulaires tumorales dans des organes spécifiques et sur la formation
de niches pré-métastatiques a été établi [10, 11]. Ces découvertes
suggerent que la combinaison de I'expression de molécules d’adhé-
rence a la surface de vésicules extracellulaires détermine leur capacité
a s’accumuler dans un organe déterminé. Décrypter cette combinaison
de récepteurs et en identifier les ligands permettraient de développer
des thérapies ciblées bloquant les étapes initiales de la formation des
niches pré-métastatiques, ce qui constituerait un outil innovant et
d’action précoce dans la lutte contre la formation de métastases.

Conclusion

Nos travaux, que nous présentons ici dans le cadre du numéro théma-
tique de médecine/sciences dédié aux vésicules extracellulaires, ont
donc permis de mettre en évidence une nouvelle voie de biogenese
d’exosomes tumoraux dépendant des GTPases RalA et RalB. Nous avons
montré que cette voie contrdle I"enrichissement des vésicules extra-
cellulaires tumorales en certaines molécules cargos étroitement liées
a leur capacité pro-métastatique (en particulier la protéine CD146).
D’autres cargos (ARN, protéines, etc.) de ces vésicules contribuent
cependant également a la mise en place des niches pré-métastatiques
[1, 3], mais leur rattachement a des voies de sécrétion particu-
lieres dans les cellules tumorales reste a déterminer. L'identification
simultanée de molécules pro-métastatiques portées par les vésicules
extracellulaires et de leurs mécanismes moléculaires de sécrétion res-
pectifs permettrait Iélaboration de stratégies thérapeutiques ciblées
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« a double-tranchant », en agissant a la fois sur la
quantité et sur ’identité des vésicules extracellulaires
tumorales. Une meilleure connaissance des marqueurs
moléculaires présents a la surface de ces vésicules
pourrait finalement favoriser I’émergence de nouveaux
outils diagnostiques multimoléculaires a partir de biop-
sies liquides réalisées chez les patients. ¢
Ral-dependent tumor extracellular vesicles induce
premetastatic niches in secondary organs
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