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Résumé 

L’ischémie-reperfusion inhérente à toute transplantation d’organe solide induit l’apoptose des 

cellules endothéliales. Les cellules endothéliales apoptotiques sécrètent des vésicules 

extracellulaires apoptotiques de type exosome (ApoExo). L’internalisation des ApoExo par les 

cellules endothéliales (CE) adjacentes conduit à des changements fonctionnels importants dont 

le dysfonctionnement endothélial. Cependant, les mécanismes d’internalisation des ApoExo par 

les CE sont méconnus. Des marqueurs fluorescents spécifiques aux protéines et à l’ARN ont été 

utilisés afin de marquer spécifiquement les ApoExo et étudier leur internalisation par microscopie 

confocale et cytométrie de flux. Les ApoExo ont été internalisés par les CE en fonction du temps 

et de la concentration. L’inhibition des voies classiques d’endocytose à l’aide d’inhibiteurs 

pharmacologiques et d’interférence par ARN n’a pas réduit les niveaux d’internalisation des 

ApoExo. Le blocage de la phosphatidylsérine des ApoExo avec l’annexine-V a réduit leur 

internalisation. L’analyse ultrastructurelle par microscopie électronique des CE a révélé la 

présence de structures lamellipodes importantes pour la macropinocytose dont l’inhibition a 

diminué le transfert d’ARN et de protéines dans les CE. L’analyse par RT-qPCR a révélé que l’ARNm 

PCSK5, le plus enrichi dans les ApoExo, est augmenté dans les CE traitées aux ApoExo. Cette 

augmentation est abolie avec ApoExo exempts d’ARNm PCSK5. Ces résultats démontrent que les 

ApoExo sont activement internalisés par macropinocytose dépendante de la phosphatidylsérine, 

favorisant leur internalisation en augmentant l’activité macropinocytique des CE. Les ApoExo 

transfèrent ainsi des ARN fonctionnels capables de moduler le protéome des CE. Ces résultats 

ouvrent de nouvelles portes pour la prévention de l’internalisation des ApoExo, et donc de la 

dysfonction endothéliale. 

Mots-clés : Apoptose, Exosome, Vésicules extracellulaires, ApoExo, Cellules endothéliales, 

Macropinocytose, Rétroactivation, Transfert de cargo, ARNm, PCSK5 
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Abstract 

Ischemia-reperfusion injury inherent to solid organ transplantation induces endothelial 

apoptosis, releasing apoptotic exosome-like vesicles (ApoExo) which in turn induce endothelial 

dysfunction. We showed that ApoExo modulates gene expression, functions, and morphology of 

endothelial cells (EC) towards endothelial dysfunction. However, the mechanism by which EC 

internalize ApoExo remains unclear. Fluorescent probes specifically targeting proteins and RNA 

were used to track ApoExo uptake in EC by flow cytometry and confocal microscopy. 

Pharmacological inhibitors and gene silencing were used to probe uptake mechanisms. RNA and 

protein expression were quantified using Taqman RT-qPCR and immunoblot, respectively. Uptake 

of ApoExo by EC was observed in a time- and concentration-dependent manner. Inhibition of 

clathrin- and caveolae-dependent endocytosis did not decrease ApoExo internalization by EC. 

Blocking phosphatidylserine on ApoExo surface with annexin-V decreased ApoExo uptake. 

Ultrastructural analysis of serum-starved EC via electron microscopy revealed lamellipodia-like 

structures, hallmark of macropinocytosis, whose number increased following ApoExo exposure. 

Inhibition of macropinocytosis abrogated both RNA and protein transfers from ApoExo to EC. The 

most enriched mRNA in ApoExo, coding for PCSK5, showed enhanced levels in ApoExo-treated EC 

along with increased PCSK5 protein levels. This was abrogated by both macropinocytosis 

inhibition and depletion of PCSK5 mRNA in ApoExo. These results demonstrate that EC actively 

internalize ApoExo through phosphatidylserine-dependent macropinocytosis, and moreover, that 

ApoExo further increase macropinocytosis. These findings also show that functional RNAs can be 

delivered to EC through ApoExo. These results open new avenues for preventing ApoExo 

internalization and counteracting the development of endothelial dysfunction. 

Keywords: Apoptosis, Extracellular Vesicles, Exosomes, ApoExo, Endothelial Cells, 

Macropinocytosis, Positive Feedback Loop, Cargo Transfer, ARNm, PCSK5 
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Chapitre 1 – Introduction 

1.1 L’apoptose 

1.1.1 Généralité 

L’apoptose est depuis longtemps reconnue comme un type de mort cellulaire programmée.  Elle 

se caractérise par des changements morphologiques et métaboliques hautement contrôlés. Ce 

processus est dépendant de l’énergie et survient de façon signalétique, tant à l’intérieur qu’à 

l’extérieur de la cellule (Taylor, 2008). Plus récemment, le Comité de Nomenclature sur la Mort 

Cellulaire (CNMC) a établi des lignes directrices pour non seulement l’indentification de 

l’apoptose, mais aussi des autres types de mort cellulaire (Galluzzi, 2018). Il est important de 

noter que différents types cellulaires ne répondent pas tous de la même manière à un stimulus 

donné. Par exemple, une insulte vasculaire causée par ischémie-reperfusion – un dommage 

inhérent à la transplantation d’organe – cause la mort par apoptose des cellules endothéliales 

(Yang, 2018 ; Lan 2021), alors que les cellules épithéliales tubulaires meurent par nécrose 

(Hesketh, 2014; Yang 2018).  

Les premières études sur l’apoptose chez l’organisme modèle Caenorhabditis elegans (Horvitz, 

1999) ont révélé que le phénomène est à vrai dire essentiel pour le développement et 

l’homéostasie des organismes multicellulaires. D’autre part, les cellules immunitaires sont aussi 

contrôlées par l’apoptose (Opferman, 2008). Effectivement, après leur genèse, les lymphocytes, 

de nature destinés à l’apoptose, doivent passer plusieurs points de contrôle (ex. : Hypermutations 

somatiques) avant de poursuivre leur maturation (Zhang 2005).  Ces études ont caractérisé les 

étapes de l’apoptose dans plusieurs types cellaires, en plus de son rôle dans l’homéostasie des 

différents systèmes composant l’organisme 

Enfin, même si la caractérisation des changements morphologiques causées par l’apoptose est 

bien établie depuis des décennies, les mécanismes sous-jacents ainsi que les effecteurs sont 

encore étudiés de nos jours (Yatim, 2017 ; Kriel & Loos, 2019 ; Seyrek, 2019 ; Roberts, 2021). 
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1.1.1.1 Les marqueurs de l’apoptose 

Effectivement, toutes les cellules apoptotiques, peu importe leurs origines et fonctions, 

démontrent des signes propres à l’apoptose (Häcker, 2000). Au déclenchement de l’apoptose, 

une réduction du volume cellulaire et nucléaire – collectivement appelés pycnose - est observable 

(Kerr, 1972). Cette réduction de volume cause la formation de « bourgeons » à la membrane 

plasmique qui se détachent en corps apoptotiques, entraînant avec eux des organelles cellulaires 

intactes (Elmore, 2007). Parallèlement, le noyau se fragmente dans un processus appelé 

caryorrhexie. Ces fragments peuvent aussi être inclus dans les corps apoptotiques. Un des aspects 

importants de la fragmentation et inclusion des composantes cellulaires dans les corps 

apoptotiques est que les membranes restent intactes - et donc imperméables - ne laissent sortir 

virtuellement aucune composante dans le milieu extracellulaire. De ce fait, traditionnellement 

l’apoptose était reconnue comme un processus qui se déroule sans provoquer une inflammation, 

et par conséquent, ce type de mort cellulaire se qualifie comme étant immunotolérant (Kurosaka, 

2003). 

Malgré ce « silence », il y a tout de même lieu à un recrutement de cellules immunitaires. 

Cependant, le processus ne cause pas d’inflammation classique à priori. Plutôt, les corps 

apoptotiques issus de l’apoptose recrutent des macrophages grâce à leur signature lipidique 

altérée (Platt, 1998), soit par l’exposition de la phosphatidylsérine (PtdSer) au feuillet externe de 

la double membrane intacte (Bossy-Wetzel et Green, 2000). Ce faisant, les macrophages 

relâchent des cytokines anti- inflammatoires, comme le facteur de croissance transformant β1 

(Transforming Growth Factor β1 ou TGF- β1) (Fadok, 1997). Normalement, la PtdSer est confinée 

à la couche interne de membrane plasmique. Son externalisation est possible grâce à la 

dérégulation des protéines transmembranaires flippases et scramblases lors de l’apoptose 

(Hankins, 2015). 

Somme toute, ces différentes caractéristiques des cellules apoptotiques sont possibles grâce à 

une famille de protéines centrale au processus, les caspases. 
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Figure 1. –  Schématisation des étapes générales du processus apoptotique chez une cellule 

eukaryote. A) Une cellule normale reçoit une combinaison de signaux menant à l’activation de l’apoptose. B) 

La chromatine commence à se condenser accompagnée d’une réduction du volume cellulaire. C) La membrane 

plasmique commence à se fragmenter en corps apoptotiques. Du même coup, la signature de la membrane 

plasmique est modifiée par l’externalisation de la phosphatidylsérine. D) Les vésicules apoptotiques de 

différentes tailles et contenu sont libérées dans le liquide interstitiel. E) Les phagocytes professionnels 

débarrassent le milieu interstitiel des vésicules apoptotiques. Les phagocytes relâchent des cytokines anti-

inflammatoires. Schéma adapté de Chmurska et al. CC BY-4.0. 

1.1.2 Les caspases 

Effectivement, les caspases (Cysteinyl Aspartate-Specific ProteinASE) sont des endopeptidases à 

la base de la médiation intracellulaire de l’apoptose. Comme leur nom le suggère, grâce à leur 

résidu cystéine situé dans la pochette catalytique, ces enzymes coupent les protéines à la suite 

d’un résidu aspartate (Earnshaw, 1999). Chez l’humain, on dénote 12 caspases, quoique certaines 

d’entre elles ne sont exprimées que chez certains types cellulaires (Denecker 2008 ; Markiewicz, 

2021) ou même seulement chez certains individus (Julien & Wells, 2017). Plus récemment, des 

rôles indépendants de l’apoptose sont attribués aux caspases. En effet, leur implication dans  le 
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cycle cellulaire et la réparation de l’ADN a été repertoriée (Brown-Suedel & Bouchier-Hayes, 

2020). Cependant, puisque ces rôles ne font pas partie des travaux présentés ici, seuls les rôles 

classiques des caspases seront discutés.  Donc, classiquement, les caspases sont divisées en trois 

groupes, et chacun possède des domaines fonctionnels ainsi que des séquences consensus 

dereconnaissance et clivage qui leurs sont propre.  

Effectivement, les caspases du groupe I (-1, -4, et -5) possèdent un long domaine de recrutement 

et préfèrent les acides aminés hydrophobes en 4e position suivant le résidu aspartate. Ceci est 

conforme au rôle de la caspase -1 dans son rôle bien connu comme activateur de l’interleukine-

1β (Denes, 2012).  En contrepartie, les caspases appartenant au groupe II (-3, -6 et -7) possèdent 

un prodomaine court et requièrent un deuxième résidu aspartate en 4e position. De façon 

intéressante, cette séquence d’acide aminé est retrouvée chez les protéines clivées pendant 

l’apoptose. Par conséquent, ces caspases sont traditionnellement classifiées comme effectrices 

dans le contexte de l’apoptose (Thornberry, 1997 ; Julien & Wells, 2017). Finalement, le groupe 

III (-2, -8, -9 et -10) contient un long domaine de recrutement avec un résidu leucine ou valine en 

4e position. Certainement, la classification de certaines caspases est plus ambigüe. De nos jours, 

ces mêmes groupes, ainsi que leurs membres, sont plutôt séparés par leurs fonctions ; elles seront 

donc connues comme caspases inflammatoires, apoptotique initiatrices et apoptotique 

effectrices respectivement (Shrestha & Clark, 2021). Il est à noter que les procaspases 

inflammatoires et initiatrices sont présentes sous forme de monomère, alors que les procaspases 

effectrices le sont sous forme de dimères. 

1.1.2.1 Structure des caspases 

Malgré leurs spécificités, les procaspases partagent certaines caractéristiques reliées à leur 

structure. Elles possèdent chacune trois domaines distincts, soit un prodomaine en N-terminal, 

suivi d’une longue et d’une petite sous-unité (MacKenzie & Clark, 2012). Ces deux sous-unités 

sont reliées par une séquence peptidique dont la longueur varie légèrement d’une procaspase à 

l’autre. 

Les prodomaines ne servent pas seulement à prévenir l’activité des caspases, mais agissent aussi 

comme chaperonne intramoléculaire et signal de localisation cellulaire (Dagbay & Hardy, 2017). 
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Aussi, c’est à l’intérieur de ce même prodomaine qu’on retrouve les séquences responsables de 

la dimérisation des caspases (McIlwain, 2013), en plus des séquences ciblées par les activateurs 

des caspases. La dimérisation des caspases est essentielle à leur activité, puisque chaque 

monomère contribue à la formation du site actif de l’enzyme complète. Le lien peptidique reliant 

la grande et la petite sous-unité est alors coupé pour stabiliser les dimères, mais cet événement 

est considéré non essentiel à l’activité enzymatique, puisque le site actif est tout de même créé. 

Comme mentionné ci-haut, les prodomaines contiennent des domaines de recrutement des 

activateurs des caspases. Ces domaines de recrutement de facteur de mort (Death Effector 

Domain, ou DED) et de caspases (CAspase Recruitment Domain, ou CARD) servent à diriger la 

réponse aux différents signaux apoptotiques vers les caspases initiatrices afin de les activer 

(Lavrik, 2005; MacKenzie & Clark, 2012). 

Figure 2. –  Structure et domaines des caspases par groupe. Les caspases sont regroupées par leurs fonctions 

et substrats de préférence. Elles possèdent toutes une grande et une petite sous-unité séparée par un lien 

peptidique. Les groupes I et II contiennent des domaines de recrutement des caspases (CARD) ainsi que des 

domaines de facteur de mort (DED) retrouvés du côté N-terminal. Les caspases effectrices ne possèdent pas de 

domaines CARD ou DED, formant le groupe III. Image adaptée de Lavrik et al. CC BY-4.0. 
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1.1.2.2 Activation des caspases  

À la suite de leur recrutement par ces signaux apoptotiques via leur domaines DED ou CARD, les 

procaspases initiatrices se dimérisent suite à l’augmentation de leur concentration locale. Une 

fois dimérisées, les prodomaines s’autoclivent, changeant les propriétés de la caspase de trois 

façons. En un premier temps, l’ablation du prodomaine permet le repliement de la grande et 

petite sous-unité l’une sur l’autre. En deuxième temps, comme il l’est déjà mentionné, le clivage 

du lien peptidique entre les sous-unités stabilise l’état actif des caspases. En un troisième temps, 

les caspases initiatrices sont maintenant libres de leur séquestration aux domaines de 

recrutement de procaspases et sont ainsi libérées dans le cytosol. 

Quant à elles, les procaspases dîtes effectrices se dimérisent sans s’activer. Se sont les caspases 

initiatrices actives qui accomplissent se rôle, par reconnaissance des séquences polypeptidiques 

reliant les sous-unités des procaspases effectrices. Après leur clivage, un changement de 

conformation structurel permet l’ouverture du site actif des procaspases afin de lui donner accès 

à leurs substrats apoptotiques 

Effectivement, les caspases sont reconnues comme effecteurs de l’apoptose par leur affinité pour 

les substrats apoptotiques selon les séquences consensus établies entre autres par protéomique 

(Julien et Wells, 2017). De plus, les caspases préféreront les substrats dans lesquels la séquence 

consensus est contenue dans une boucle, hélice-α ou feuillet-β. Ces structures sont retrouvées 

particulièrement dans les prodomaines des caspases effectrices ainsi que les effecteurs directs de 

l’apoptose, comme l’inhibiteur de la DNAse activée par les caspases (Inhibitor of Caspase 

Activated DNase, ou ICAD). Cette préférence, couplée à la séquence consensus, établie les 

caspases comme centrales à la médiation de l’apoptose. 
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Figure 3. –  Activation des caspases initiatrices et effectrices. Les caspases initiatrices se dimérisent par 

proximité. Les sites autocatalytiques clivent les liens peptidiques entre les petites et grandes sous-unités et les 

domaines de recrutement. Les caspases effectrices sont dimérisées, mais s’activent seulement après clivage par 

les caspases initiatrices. Image tirée de Puccini & Kumar. Licence obtenue via CCC-RightsLink. 

1.1.3 Voie intrinsèque et extrinsèque 

Il existe deux voies classiques d’activation de l’apoptose médiée par les caspases, la voie 

extrinsèque et intrinsèque. Comme leur nom l’indique, les signaux apoptotiques peuvent 

provenir de l’extérieur de la cellule, ou bien de l’intérieur. 

De son côté, la voie extrinsèque est activée à la suite de la liaison de récepteurs de mort à la 

surface de la cellule, qui contiennent des domaines de mort (Death Domain, ou DD), ce qui recrute 

les caspases initiatrices Casp-8 et -10 via leur DED, formant ainsi un complexe de signalisation 

induisant la mort (Death-inducing Signalling Complex, ou DISC). À la suite du clivage et libération 

des récepteurs, ces caspases initiatrices activent leurs substrats respectifs, soit les caspases 

effectrices. De façon similaire, la caspase-2 est recrutée à la protéine inductible par la p53 

contenant un domaine de mort (p53-Inducible protein with Death Domain, ou PIDD) via leur 

domaine CARD, formant un complexe appelé PIDDosome (Brown-Suedel & Bouchier-Hayes, 

2020).  Ainsi recrutée, la caspase-2 peut se dimériser et s’autocliver. Cependant, malgré sa 

classification comme caspase initiatrice, la casp-2 est considéré unique puisque sa séquence 
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préférentielle de coupe est apparentée aux caspases effectrices. En effet, un de ses substrats de 

choix, la protéine BID, rejoint la voie intrinsèque de l’apoptose par son action sur la mitochondrie. 

Quant à elle, la voie intrinsèque fait plutôt appel à des événements de signalisation intracellulaire 

considérés comme pro-apoptotiques et anti-apoptotiques. Il est important de noter que même si 

ces événements sont contenus à l’intérieur de la cellule-même, ils peuvent tout de même être 

influencés par l’environnement extracellulaire (i.e. : absence de facteurs de croissance, protéine 

d’ancrage). Toutefois, ces événements signalétiques internes convergent vers la perturbation de 

la membrane externe de la mitochondrie par la formation de pores membranaires. Ces pores 

permettront à plusieurs facteurs pro-apoptotiques de s’échapper dans le cytosol. Un facteur clé 

dans la voie intrinsèque de l’apoptose est le cytochrome c, qui s’attache au facteur-1 d’activation 

de peptidases apoptotiques (Apoptotic Peptidase Activating Factor 1, ou Apaf-1). Ce faisant, ces 

complexes s'heptamérisent à l’aide d’ATP en structure hélicoïdale et exposent les domaines CARD 

de Apaf-1. Sur chacune de ces hélices, des caspases initiatrices Casp-9 sont ensuite recrutées, 

homodimérisées, puis s’autoclivent en forme active (Dorstyn, 2018). 

 

1.1.3.1 Modes d’activation et effecteurs 

Comme mentionné ci-haut, la voie intrinsèque de l’apoptose fait appel à des événements de 

signalisation intracellulaire. Il existe à la fois des facteurs considérés pro-apoptotiques et anti-

apoptotiques. De façon générale, les signaux anti-apoptotiques inhibent les effecteurs pro-

apoptotiques. Une classe de facteurs pro-apoptotiques, appelés sentinelles, peuvent basculer les 

signaux apoptotiques en faveur de l’apoptose. Une famille de protéines centrale, la famille BCL-

2, contient des membres de part et d’autre des signaux apoptotiques. Ces protéines se 

ressemblent par leur forme globulaire ainsi que leurs domaines d’interactions BH1 – BH4. Le 

domaine BH3 est partagé à travers tous les membres de cette famille ; il est responsable des 

interactions protéine-protéine (Naim & Kaufmann, 2020). Ce sont ces interactions qui établissent 

le verdict final quant à l’intégration des signaux apoptotiques.                       

Brièvement, les membres anti-apoptotiques (BCL-2, BCL-XL) se lient aux effecteurs (BAX, BAK, 

BOK) afin de les inhiber. Les sentinelles (BAD, BID, PUMA, etc.) viennent bloquer les membres 
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anti-apoptotiques quand ils sont localisés à la membrane de la mitochondrie. Ce sont le nombre 

et l’affinité de chacune de ces protéines qui détermine la formation du complexe protéique 

responsable de la formation de pores à la membrane externe de la mitochondrie (Kale, 2018), 

notamment par l’incorporation de la protéine BAX. Ce faisant, le cytochrome c est relargué et 

participe à la formation de l’apoptosome. Il est à noter que la formation des pores est un 

processus dynamique. Les pores laisseront passer d’abord des petites protéines, comme le 

cytochrome c. À la suite du recrutement d’autres protéines BAX, les pores seront assez larges 

pour permettre à d’autres facteurs pro-apoptotiques, comme la protéine SMAC/Diablo, de venir 

prêter main forte aux sentinelles pro-apoptotiques (Paul, 2018). 

Du côté de la voie extrinsèque, les récepteurs de mort sont activés à la suite de la liaison de leur 

ligand respectif. Cette liaison permet l’homotrimérisation des récepteurs à la surface cellulaire, 

et du même coup leurs domaines DD intracellulaires. Cependant, la liaison du ligand à son 

récepteur n’induit pas toujours l’activation de caspases initiatrices. Par exemple, les familles de 

récepteurs du ligand relié au facteur de nécrose de tumeur induisant l’apoptose (Tumor necrosis 

factor-Related Apoptosis-Inducing Ligand, ou TRAIL) et FasR possèdent plusieurs formes inactives, 

appelées leurres. Ces leurres, qu’ils soient solubles ou ancrés à la membrane plasmique, sont 

incapables de recruter les caspases initiatrices. Il existe toutefois d’autres rôles chez cette famille 

de récepteurs, notamment dans l’inflammation (Zoller, 2017). Cependant, puisque ces rôles sont 

indépendants de l’apoptose, ils ne seront pas abordés dans cet ouvrage. 

De plus, certains des substrats apoptotiques agissent comme point de non-retour à l’apoptose. 

Effectivement, l’ubiquitine ligase MDM2 est clivée par la caspase-2 (Poreba, 2019). Ce faisant, 

MDM2 perd son domaine C-terminal responsable de l’ubiquitinylation de la protéine p53, 

normalement destinée à la dégradation par le protéasome (Oliver, 2011). La stabilisation de p53 

induit la formation du PIDDosome, créant une boucle de rétroactivation en faveur de l’apoptose. 
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Figure 4. –  Voies intrinsèque et extrinsèques de l’apoptose. A) Voie intrinsèque. Les signaux de stress 

cellulaire mènent à l’expression de protéines pro-apoptotiques contenant le domaine BH3 seulement. Ces 

protéines inhibent l’activité des sentinelles anti-apoptotiques, tel Bcl-2. Ce faisant, les effecteurs Bax et Bak 

favorisent la formation de pores à la membrane externe de la mitochondrie. Le cytochrome c est ainsi relâché 

et induit la formation de l’apoptosome à l’aide de la protéine Apf-1, qui active la caspase-9, qui a son tour active 

la caspase-3. Parallèlement, la protéine Smac/Diablo inhibe les inhibiteurs de l’apoptose (IAPs). B) Voie 

extrinsèque. Des récepteurs extracellulaires (Fas, TNFR) contenant les domaines de mort (FADD et TRADD) sont 

activés par liaison avec leur ligand (FasL, TNFα, Trail), menant à l’activation directe ou indirecte (formation de 

complexes activateurs) de la caspase-8. Une fois active, la caspase-8 convertie la procaspase-3 en caspase 

effectrice active. Finalement, la caspase-3 active le processus d’apoptose. Image adaptée de  Li et al. CC BY-4.0 

Ainsi, les effecteurs de l’apoptose sont activés à l’issue d’une des cascades de signalisation 

décrites plus haut. Ainsi, les substrats des caspases actives régulent les changements 

morphologiques observés lors de l’apoptose. Par exemple, la caspase-3 clive l’inhibiteur de la 
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DNase activée par la caspase (ICAD) qui se détache alors de la CAD. Cette séparation permet la 

trimérisation de CAD en sa forme active, qui fragmente ensuite l’ADN, sans toutefois affecter la 

morphologie du noyau (Sanchez-Osuna, 2014). Ce phénomène survient à la suite du clivage des 

protéines de la couche laminaire de l’enveloppe nucléaire, aussi effectué par la caspase-3, à l’aide 

de la protéine kinase C δ (PKC- δ). Effectivement, grâce aux fonctions non-classiques de la 

protéine Bax sur la perméabilisation du noyau, la PKC- δ vient phosphoryler la lamine B 

(Lindenboim, 2020). Cette phosphorylation, conjointement à l’activité de la Caspase-3, permet le 

démantèlement de l’enveloppe nucléaire et la formation subséquente de fragments nucléaires 

aux stades plus avancés du processus apoptotique. La Caspase-3 et aussi connue pour moduler 

l’activité de la gelsoline (Porter & Jänicke, 1999 ; Martin, 2010), déstabilisant le cytosquelette et 

induisant la formation des bourgeons mentionnés en début de chapitre. Finalement, des 

fragments de protéines nucléaires, aussi clivées par la Caspase-3, sont relocalisés au cytosol et 

activent les scramblases à la membrane plasmique, exposant la phosphatidylsérine au feuillet 

externe de la membrane (Marouka, 2021) 

1.1.4 Mort cellulaire programmée dans le système vasculaire 

 

Le système vasculaire assure la circulation et la distribution de multiples éléments dans tout 

l’organisme. Il est principalement divisé en deux systèmes distincts, le système cardiovasculaire, 

responsable de l’acheminement des nutriments et déchets métaboliques, et le système 

lymphatique, servant à la surveillance du liquide interstitiel (John Hopkins Medicine, 2022).  La 

circulation des nutriments et des déchets est essentielle à l’homéostasie non seulement de 

l’organisme, mais aussi des cellules composant ces mêmes vaisseaux.  De plus, le système 

cardiovasculaire participe à d’autres fonctions, comme la régulation de la pression sanguine et de 

la température corporelle ainsi que la production de l’urine. 

1.1.4.1 Composition vasculaire 

Afin d’accomplir leurs nombreuses tâches, les vaisseaux sanguins artériels possèdent une 

structure particulière. De façon générale, ils sont composés de trois couches de tissus, l’adventice, 

la média et l’intima. L’adventice est principalement composée de cellules fibroblastiques qui 
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sécrètent et maintiennent les tissus conjonctifs et élastiques des vaisseaux. Le tissu conjonctif 

permet aux vaisseaux de « s’attacher » aux structures environnantes et de rester en place. Quant 

à eux, les tissus élastiques sont capables d’accommoder le changement de diamètre du vaisseau 

auquel elles sont associées.  

De son côté, la média est majoritairement composée de cellules musculaires lisses accompagnées 

de fibres élastiques. Les cellules musculaires sont capables de moduler le diamètre du vaisseau 

sanguin. Ce faisant, elles régulent la pression artérielle de façon locale, et ce en temps réel. 

Effectivement, ces cellules sont munies de mécanorécepteurs capables de distinguer de faibles 

variations de pression, ce qui déclenche l’arc réflexe des barorécepteurs et ajuste la pression 

sanguine en relaxant ou contractant les cellules musculaires lisses autour des vaisseaux. Quant à 

elle, l’intima est composée d’une membrane élastique, du tissus conjonctifs et d’une couche de 

cellule endothéliales.  

Quoique ces trois composantes accomplissent chacun leur rôle d’importance, l’endothélium est 

l’interface entre les éléments sanguins et les tissus sous-jacents à l’intima. De ce fait, les cellules 

endothéliales vasculaires sont en contact directe avec le sang. Elles sont responsables du 

transport des nutriments et de l’oxygène aux tissus adjacents ainsi que le chargement des déchets 

métaboliques dans le sang. Il est important de noter que la hiérarchie de vaisseaux sanguins 

affecte leur forme. Par exemple, les plus petits vaisseaux, appelés capillaires, sont constitués 

seulement d’une monocouche de cellules endothéliales, d’une membrane basale, et de cellules 

périphériques essentielles à l’homéostasie endothéliale, appelées péricytes (Hati & Agrawal & 

Rai, 2021).  
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Figure 5. –  Anatomie générale d’un vaisseau sanguin. Le vaisseau comprend trois couches distinctes, 

l’adventice (Tunica externa), la média (Tunica media) et l’intima (Tunica intima). L’adventice est composée de 

fibroblastes, qui assurent et maintiennent la forme du vaisseau. La média comprend majoritaires des cellules 

musculaires lisses qui sont responsables de l’ajustement du diamètre du vaisseau en réponse aux changements 

de pression. L’intima consiste essentiellement de la membrane basale de l’endothélium et des cellules 

endothéliales.  Image obtenue de Blausen Medical, CC BY-4.0  

1.1.4.2 Homéostasie vasculaire 

L’homéostasie vasculaire est assurée par un ensemble de processus importants, non seulement 

pour la survie des vaisseaux sanguins, mais aussi pour la formation de nouveaux vaisseaux via 

l’angiogenèse. Plusieurs mécanismes moléculaires sont en place afin de maintenir cet état, et 

potentiellement y revenir s’il est perturbé. 

Brièvement, une communication paracrine via des facteurs de croissance (ex. : VEGF, 

Angiopoïétine) crée un état stable de quiescence («phalanx state »). Une perturbation de cet état, 

par exemple la carence en sérum ou la d’espèces réactive de l’oxygène, déstabilise la membrane 

basale cellules et contribue à la modulation de l’endothélium (Carmeliet & Jain, 2011). Il est à 

noter que ce phénomène est essentiel à l’angiogenèse. Cependant, si cet état est soutenu, il peut 

causer la mort des cellules endothéliales (Pober, 2008).  
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1.1.4.3 Apoptose endothéliale 

Même si les cellules endothéliales peuvent mourir de diverses façons (Strilic, 2016), l’apoptose 

endothéliale semble prédominer comme méthode de MCP lors d’injures vasculaires. En effet, les 

cellules endothéliales entrent en apoptose à la suite du développement de pathologies, comme 

les accidents vasculaires cérébraux (Zille, 2019), la thrombose (Badimon, 2014), l’arthérosclérose 

(Paone, 2019). Certaines procédures médicales comme la transplantation d’organe solide 

peuvent aussi induire l’apoptose endothéliale, telle l’ischémie-reperfusion (Yang, 2018)  

De plus, l’apoptose endothéliale semble inhiber l’angiogenèse (Chavakis & Dimmeler, 2002), un 

facteur important pour la récupération à la suite d'une pathologie ou une intervention causant 

un dommage ischémique, tel un accident cardiovasculaire ou une transplantation d’organe 

solide, respectivement. Cela étant dit, il est important de considérer les mécanismes derrière le 

déclenchement de l’apoptose dans l’endothélium. 

1.1.4.3.1 Cause de l’activation de l’apoptose endothéliale 

En effet, la mort des cellules endothéliales peut survenir à la suite de plusieurs perturbations, 

comme pendant l’ischémie et à la suite de la reperfusion. Notamment, l’apoptose endothéliale 

peut être causée par la baisse du stress de flux sanguin (shear stress) (Hu, 2017). Effectivement, 

l’état de flux sanguin, et donc le stress induit à la surface de l’endothélium, affecte la morphologie 

de la mitochondrie et peut relâcher le cytochrome c et ainsi enclencher le processus d’apoptose 

par la voie intrinsèque. 

Une autre cause de l’apoptose endothéliale est le stress oxydatif. Quoique ce dernier se produise 

naturellement, par exemple lors de la signalisation Redox (Laurindo, 2018), sa dérégulation 

entraîne de graves conséquences. Effectivement, une des caractéristiques du stress oxydatif est 

la production d’espèces réactives de l’oxygène (Reactive Oxygen Species, ou ROS) qui, après la 

reperfusion, peuvent rapidement oxyder plusieurs substrats et métabolites cellulaires. En temps 

normal, les ROS sont produits de façon contrôlée, par exemple via des intermédiaires tel les 

NADPH oxydases (Nox/Duox) (Sorikmany & Donko & Geiszt, 2016), mais l’ischémie-reperfusion 

engendre une grande quantité de ROS qui diffusent rapidement dans toute la cellule.  
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Cette diffusion incontrôlée entraîne l’oxydation et segmentation de l’ADN (Shield & Traa & 

Raamsdonk, 2021), de lipides et de différentes protéines dont la fonction est alors affectée 

(Ghosh et al, 2018). Le dérèglement du métabolisme cellulaire enclenche alors l’apoptose, 

notamment par l’attachement de p53 à l’ADN segmenté et la production de protéines contenant 

le domaine BH3, et donc ayant un potentiel pro-apoptotique (Williams & Schumacher, 2016). 

Au niveau de l’organisme, le stress oxydatif engendre aussi la sécrétion de composés ayant des 

effets néfastes sur l’endothélium. Par exemple, la cyclophilin A est sécrété par les cellules 

endothéliales dans ce contexte et induit l’inflammation et l’apoptose de l’endothélium 

microvasculaire pulmonaire via l’activation de la caspase-3 (Xue, 2017). 

 

1.1.5 Formation de vésicules chez les cellules apoptotiques  

 

Comme mentionné en début de chapitre, les cellules apoptotiques démontrent une multitude de 

changements morphologiques, incluant la fragmentation de l’ADN, la redistribution des lipides à 

la membrane plasmique et la formation de corps apoptotiques. Ces derniers sont toutefois 

formés de façon plutôt régulée. 

1.1.5.1 Corps apoptotiques 

 

En effet, la formation des corps apoptotiques est issue de l’activation de diverses kinases à la suite 

de leur clivage par les caspases (Paone, 2019). Entre autres, la kinase ROCK1 est impliquée dans 

le couplage des filaments d’actine-myosine à la membrane plasmique ainsi que dans la 

localisation des fragments d’ADN dans ces bourgeons (Coleman, 2001). Ces bourgeons peuvent 

prendre plusieurs formes, incluant un pic de microtubules ou un apoptopode en collier de perles 

(Atkin-Smith, 2015). Enfin, la fragmentation de ces structures relâche des vésicules de taille - 

généralement de l’ordre des microns - et contenus variables dans la matrice extracellulaire. 
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Ce faisant, ces corps apoptotiques sont libres d’interagir avec leur environnement.  

Classiquement, ils sont connus pour être captés majoritairement par les phagocytes résidents à 

des fins de dégradation, recyclant ainsi chromatine, protéines et lipides. Toutefois, des instances 

de transfert de contenu des corps apoptotiques ont été répertoriées (Zernecke, 2009 ; Battistelli 

& Falcieri, 2020), confirmant leur capacité à influencer le phénotype des cellules réceptrices. Ceci 

remet en question le dogme de l’apoptose comme étant un processus silencieux.  

1.1.5.2 Vésicules apoptotiques apparentées aux exosomes 

 

Parallèlement, un nouveau type de vésicules apoptotiques, cette fois de plus petite taille, a été 

découvert et caractérisé par l’équipe de Dre Hébert. Ces vésicules ressemblent aux exosomes 

(décrits ci-dessous), par leur taille, biogenèse, leur sécrétion et certains de leurs biomarqueurs 

(Sirois 2012; Dieudé, 2015 ; Beillevaire, 2022).  Ces vésicules apoptotiques apparentées aux 

exosomes (ApoExo) sont toutefois largement différentes des exosomes classiques et des corps 

apoptotiques. Leur taille varie de 30 à 100 nm; elles sont donc plus petites que les corps 

apoptotiques. De plus, elles sont formées à l’intérieur de vacuoles intracellulaires, appelées corps 

multivésiculaires, à la suite de l’activation de la caspase-3. Cependant, les ApoExo contiennent un 

protéasome 20S actif, la protéine lysosomale Lamp-2, ainsi que le fragment LG3 du perlecan, qui 

sont non caractéristiques des exosomes classiques. De plus, les ApoExo ne contiennent pas 

certains marqueurs classiques des exosome et corps apoptotiques, tel que CD63 et l’histone H3, 

respectivement (Dieudé, 2015, Beillevaire 2020). Ces caractéristiques permettent de bien les 

distinguer de leurs contreparties dans la famille des vésicules extracellulaires. 

En plus de leurs caractéristiques distinctes, les ApoExo ont la capacité d’influencer leur 

environnement. Contrairement aux corps apoptotiques, les ApoExo induisent de fortes réponses 

inflammatoires et auto-immunes (Dieudé, 2015; Dieudé 2020 ; Dieudé 2021). L’équipe de Dre 

Hébert a aussi démontré une partie de leurs effets sur les cellules endothéliales. Les ApoExo 

induisent la dysfonction et la dédifférenciation des cellules endothéliale en condition de stress 

(Migneault, 2020).  
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Son équipe a aussi démontré que le contenu en ARN des ApoExo est largement différent non 

seulement des corps apoptotiques, mais aussi des cellules apoptotiques à l’origine des ApoExo 

(Hardy, 2019). En fait, une proportion de ces ARNs sont décrits comme immunostimulatoires et 

ressemblant à des ARNs viraux. Cependant, les mécanismes de partage du contenu des ApoExo 

est encore à caractériser.  

Figure 6. –  Formation de différents types de vésicules extracellulaires à partir de cellules 

apoptotiques. Les corps apoptotiques et les ApoExo sont produits à la suite de l’activation de la caspase-3. A) 

Lors de l’apoptose, la kinase ROCK1 est activée à la fois par la caspase-3 et l’augmentation de la concentration 

de calcium intracellulaire. Elle participe ainsi à la formation des corps apoptotiques par le couplage de l’actine 

et la myosine à proximité de la membrane plasmique. B) Parallèlement, les ApoExo sont générés à partir 

d’endosomes sous forme de vésicules intraluminales (ILV) grâce aux protéines ESCRT, Alix ou de tétraspanines 

lors du processus apoptotique. Des lysosomes peuvent alors fusionner avec des MVB contenant les vésicules 

intraluminales.Par la suite, les MVB-lysosomes peuvent fusionner avec la membrane plasmique afin de relâcher 

leur contenu dans le milieu extracellulaire. Image adaptée de Muhsin-Sharafaldine & McLellar. CC BY-4.0 
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2. Les vésicules extracellulaires 

1.2.1 Généralités 

Les vésicules extracellulaires (Extracellular Vesicles ou EV) sont des fragments de cellules 

entourées d’une bicouche lipidique formés à partir de différents types cellulaires.  Elles possèdent 

une double membrane lipidique qui contient et protège un cargo riche en protéines et en acides 

nucléiques. À travers cette double membrane se retrouvent différentes composantes servant à 

la fois de signature et de molécules de reconnaissance vésiculaire. Deux grandes catégories de 

vésicules extracellulaires ont été décrites à ce jour : les microvésicules et les exosomes. 

Cependant, il est à noter que ces catégories sont des termes génériques, et donc englobe 

différentes sous-populations de vésicules appartenant à cette catégorie. 

1.2.2 Les microvésicules 

Les microvésicules sont formées directement à partir de la membrane plasmique des cellules 

productrices (Théry, 2017; Teng & Fussenegger, 2021). Leur taille variant d'un à plusieurs microns, 

elles peuvent être produites à l’aide des différents complexes de triage endosomal requis pour le 

transport (Endosomal Sorting Complex Required for Transport ou ESCRT), qui comprennent les 

protéines TSG101 et Vsp4, ou de l’ARRestine Domain-Containing protein I (ARRDC1). Ces 

dernières seront connues comme des microvésicules médiées par ARRDC1 (Nahban, 2012). 

Autrement, les microvésicules seront formées par des petites GTPases, telles que le facteur 1 de 

ribosylation de l’ADP (ADP Ribosylation Factor ou Arf1) (Schlienger, 2014) et RhoA (Li, 2012), ou 

par la sphingomyélinase acide via la formation de céramide (Awojoodou, 2014). 

On remarquera que les machineries de formation de vésicules sont similaires entre les deux types 

de vésicules. Cependant, il s’agit bien de types de vésicules distincts l’un de l’autre.   En effet, les 

endosomes à partir desquels sont formés les exosomes (décrits ci-dessous) proviennent eux aussi 

de la membrane plasmique. Or, les complexes ESCRT sont ancrés dans la membrane, et donc 

transférés aux endosomes lors de l’endocytose.  
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Figure 7. –  Survol des modes de formation des microvésicules et exosomes. Les microvésicules sont 

formées directement à partir de la membrane plasmique de la cellule. Ceci est possible grâce à plusieurs 

effecteurs, dont plusieurs GTPases (RhoA, ARF) et modificateurs de signature lipidique (A-SMase). Les exosomes 

sont formés à partir d’endosomes dont le bourgeonnement interne par les protéines RABs, ESCRTs, Alix ou 

tétraspanines produit des vésicules intraluminales (ILV).  Ces corps multivésiculaires sont dynamiques, et 

incorporent des composantes du système endomembranaire, comme le réseau transgolgien, grâce aux 

modifications de signatures lipidiques par la sphingomyélinase neutre (nSMase). Ceci entraîne aussi un 

remplacement des petites GTPase RABs (RAB11, RAB35) à la surface du MVB, ce qui le destine à l’export vers la 

membrane plasmique via les microtubules. Ainsi, des protéines échanfauds ancrent le MVB à la membrane afin 

de faciliter leur fusion. Ce processus relâche les exosomes contenus dans les MVB dans le milieu extracellulaire. 

Image adaptée à partir de Teng & Fussenegger. CC BY-4.0 
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1.2.3 Les exosomes 

Comme mentionné ci-haut, les exosomes sont produits à partir des endosomes à l’intérieur de la 

cellule même. Ces endosomes sont produits par l’endocytose d’éléments extracellulaires, puis 

maturent par l’échange de protéines transmembranaires et la modification des signatures 

lipidiques (voir Figure 7). Ensuite, le contenu intraluminal est supplémenté et modifié par la fusion 

de différentes vésicules intracellulaires provenant du réseau transgolgien, d’autres endosomes 

ou des lysosomes (Kalluri & LeBleu, 2020; Teng & Fussenegger, 2021). La maturation de 

l’endosome, ainsi que l’accumulation de contenu, forcent la membrane endosomale à s’invaginer, 

formant des vésicules intraluminales (IntraLuminal Vesicle ou ILV) (van Niel, 2018). À ce stade les 

endosomes ayant des ILVs sont redéfinis comme des corps multivésculaires (MultiVesicular Body 

ou MVB). 

Quoique ce processus puisse se produire spontanément (Stuffers, 2009), il existe différentes 

façons de le déclencher par l’entremise de différents complexes protéiques ESCRT (Figure 8A). De 

plus, ces complexes sont reconnus pour réguler l’activité de certains récepteurs (Dores, 2012) 

ainsi que la réparation de la membrane plasmique après lésion par des toxines (Jimenez, 2014). 

Un autre mode de formation des vésicules, cette fois indépendant des complexes ESCRT, implique 

les protéines ALG-2 protein X (ALIX), syndecan et syntenin (Ghossoub, 2014) (Figure 8B). Cette 

méthode de formation des ILVs survient après l’activation de la guanosine triphosphatase 

(GTPase) ADP ribosylase facteur 6 (ARF6) et de son effecteur, la phospholipase D2. Ensuite, selon 

le contexte cellulaire, les MVBs peuvent fusionner avec différentes composantes cellulaires, 

menant à la sécrétion ou digestion de leur contenu. D’autres méthodes de formation des ILVs 

sont possibles et sont apparentées à la formation des microvésicules (Figure 8C&D). 
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Figure 8. –  Machineries de formation des exosomes et transport de cargo. A) La présence de PI3P recrute 

des protéines transmembranaires ubiquitinylées, qui ensemble servent d’échafaud aux composantes du 

complexe ESCRT-0. Ensuite, le complexe ESCRT-II se joint au complexe, forçant la courbure de la membrane 

vésiculaire. Cette courbure accomode l’insertion de tétraspanines, qui peuvent du même coup amener des 

protéines cytosoliques à charger dans la vésicule en formation. Parallèlement, les complexes ESCRT-I et -III 

s’aggraffe aux ESCRTs déjà présents. Après maturation du bourgeon vésiculaire, le complexe ESCRT-III forme un 

col qui scinde le bourgeon de la membrane endosomale. Le complexe ESCRT-III est ensuite retiré de la membrane 

par la protéine VPS4. B) Le syndécan se lie à la synténine intracellulaire, ce qui courbe la membrane endosomale. 

De façon similaire au panneau précédent, les tétraspanines sont recrutées à la membrane courbée, amenant 

avec elles une partie du cargo intraluminal. La protéine ALIX se lie alors au complexe synténine-syndécan, et 

recrute le complexe ESCRTIII. Après avoir détaché le bourgeon endosomal de la membrane, le comlexe ESCRT-

III est récupéré dans la cytosol par la protéine VPS4 . C) La sphingomyélinase neutre (nSMases2) produit de la 

céramide, ce qui module la signature lipidique locale. Ce changement recrute des protéines transmembranaires 

qui courbent la membrane endosomale et permet l’insertion de tétraspanines. En absence des complexes ESCRT, 

la flotilline vient stabiliser le bourgeon, ce qui permet l’incorporation du cargo intraluminal. D) Une courbature 

spontanée de la membrane accommode les tétraspanines, qui résulte en la formation d’un bourgeon stable. Le 

cargo intraluminal est alors incorporé avant la fermeture de la vésicule. Image tirée de Teng & Fussenegger. CC 

BY-4.0 
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1.2.3.1 Dégradation ou recyclage 

Les endosomes peuvent fusionner avec des lysosomes, soit directement ou par l’entremise 

d’autosomes et d’autolysosomes, et voir leur contenu dégradé. Les mécanismes impliqués dans 

la décision du trafic endosomal ne sont pas encore bien définis. Il est cependant connu que les 

marqueurs communément destinés à l’export, en plus de leur machinerie de chargement, sont 

négativement associés à la voie de dégradation (Palmulli & van Niel, 2019). Par exemple, la 

protéine syndecan semble réguler la distribution de marqueurs d’exosomes relargués par les 

cellules (Baietti, 2012). Même si la dégradation lysosomale demeure la voie principale de « 

nettoyage » cellulaire, l’export de vésicules peut aussi remplir ce rôle. Effectivement, les 

premières études sur les exosomes démontrent leur implication dans l’élimination de composés, 

comme le cholestérol (Pan, 1985; Strauss, 2010) et les protéines toxiques dans un contexte de 

maladies neurodégénératives (Eitan, 2016).  Ceci concorde avec l’idée de régulation entre la 

dégradation et le relargage du contenu. De plus, la modification post-traductionnelle de la 

protéine TSG101, appartenant au complexe ESCRT, par ISGylation (attachement d’une protéine 

«ubiquitine-like») semble destiner le MVB à la dégradation plutôt qu’à son export (Villaroya-

Beltri, 2016 & 2017). Ce faisant, il n’est pas surprenant de voir que le recrutement du reste du 

complexe ESCRT semble mener vers la dégradation plutôt que la sécrétion du MVB (van Niel, 

2019). Aussi, l’ubiquitination des protéines de transport des MVBs peut faire pencher la balance 

vers la dégradation. En effet, la petite GTPase RAB7 est impliquée dans la sécrétion d’exosomes 

contenant le complexe synténin-ALIX. Cependant, lorsqu’ubiquitinée, elle favorise le transport 

rétrograde vers le centre organisationnel des microtubules (MicroTubule Organizing Center ou 

MTOC), où se concentre les lysosomes (Song, 2009). 

Autrement, si le MVB fusionne avec la membrane plasmique, les ILVs seront relargués dans le 

milieu extracellulaire, où elles pourront interagir avec d’autres cellules (Palmulli, 2018). 

Parallèlement, les modes de formation des ILVs indépendants des complexes ESCRTs, 

particulièrement via la voie ALIX, sont associés à l’export des ILVs dans le milieu extracellulaire 

(van Niel, 2019).  De plus, des protéines reliées à l’autophagie ont récemment été associées avec 

la production d’exosomes (Murrow, 2015), particulièrement le complexe ATG12-ATG3. Aussi, la 

tétraspanine CD63 semble jouer le rôle de coordonnateur entre les processus autophagique et la 
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sécrétion d’exosomes dans un modèle d’infection virale (Hurwitz, 2017). Enfin, il n’est pas 

improbable que tous ces mécanismes décisionnels puissent interagir avec le même MVB. Mis à 

part les marqueurs de sécrétion ou digestion mentionnés ci-haut, il semble aussi que leur 

présence à certain moments critiques de la maturation du MVB joue un rôle sur la destinée des 

ILVs (Palmulli & van Niel, 2019). 

1.2.4 Chargement du cargo 

Pendant leur formation, les vésicules extracellulaires se voient chargées de biomolécules, tant à 

la surface de leur membrane que dans l’espace intraluminal (Figure 8).  

1.2.4.1 Cargo associé à la membrane vésiculaire 

D’abord, les protéines et lipides modifiés se retrouvant au site de formation de la vésicule font 

intrinsèquement partie de celle-ci. De plus, les complexes ESCRT peuvent aussi jouer un rôle dans 

le chargement de protéines transmembranaires dans les vésicules extracellulaires, 

particulièrement lorsqu’elles sont ubiquitinées (Raiborg, 2009). Aussi, ce même cargo peut être 

amené à destination par d’autres protéines transmembranaires ubiquitaires, les tétraspanines. 

Avec l’aide de la protéine ALIX, la tétraspanine CD63 permet de charger le complexe syntenin-

syndecan dans les exosomes (Latysheva, 2006), ainsi que la protéine HSP70 (Baietti, 2012). 

Cependant, les tétraspanines CD9 et CD81 ne sont pas associées à l’export du même cargo 

(Roucourt, 2015). La protéine ALIX, vraisemblablement centrale à bien des mécanismes, semble 

aussi être impliquée dans le chargement de manière indépendante au complexe ESCRT. 

Effectivement, cette protéine peut lier plusieurs cibles de chargement à l’aide de son domaine 

d’acides aminés YPX3L (Dores, 2012). Ce domaine lui permet donc de charger des cargos non-

ubiquitinés. Un autre mécanisme de chargement indépendant du complexe ESCRT est assuré par 

l’activité enzymatique de la sphingomyélinase neutre dans le système nerveux. En effet, la 

formation de céramide à la membrane lipidique du corps multivésiculaire induit la formation de 

microdomaines ressemblant à des radeaux lipidiques (RL) (Trajkovic, 2008). Un métabolite de la 

céramide, la sphingosine 1-phosphatase, assure ensuite le chargement des tétraspanines CD63 

et CD81. 
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1.2.4.2 Cargo intraluminal 

Ensuite, des protéines cytosoliques peuvent se voir chargéesées dans les EVs de façon 

concomitante avec certaines protéines membranaires. Par exemple, la protéine HSP73 est 

chargée en même temps que le récepteur de la transferrine après son internalisation (Géminard, 

2004). À son tour, HSP73 séquestre des protéines cytosoliques possédant le motif d’acide aminé 

KFERQ (Sahu, 2011) comme la ribonucléase A, reconnue pour son rôle dans l’autophagie reliée 

aux chaperonnes (Cuervo, 2010). Parallèlement, les modifications post-traductionnelles des 

protéines ciblées peuvent jouer un rôle dans leur chargement. Par exemple, la ribonucléoprotéine 

(RNP) nucléaire hétérogène A2B1 (heterogeneous nuclear A2B1 ou hnRNPA2B1) peut être 

chargée dans les ILVs grâce à l’attachement d’une petite protéine modificatrice ressemblant à 

l’ubiquitine (Small Ubiquitine-like Modifier (SUMO)ylation) (Villaroya-Beltri, 2013). Cette RNP est 

reconnue pour son implication dans le chargement de microARNs spécifiques dans les exosomes. 

De plus, la phosphorylation (Annexin A2) (Valapala, 2011), l’oxydation (γ-synuclein) (Surgucheva, 

2012) et l’ISGylation (TSG101) (Villaroya-Beltri, 2016) jouent sur la capacité de chargement des 

protéines modifiées. Aussi, le clivage protéolytique joue un rôle important dans le chargement de 

cargo dans les exosomes. Ainsi, l’héparanase non seulement catalyse l’héparan sulfate à 

l’intérieur même de la cellule (Roucourt, 2015), mais stimule aussi la voie de formation vésiculaire 

syndecan-syntenin-ALIX décrite plus haut, favorisant la formation de nouvelles ILVs (Palmulli & 

van Niel, 2018).  

Finalement, en plus des protéines cytosoliques, du matériel génétique – ADN et ARN – a été 

détecter dans les EVs, incluant des ARNs non-codants et mitochondriaux (Nilsson, 2016 ; Li, 2015). 

Peu importe la nature des acides nucléiques, ils sont chargés dans ces vésicules à l’aide de 

protéines de transport (Hobor, 2016). Comme mentionné ci-haut, la protéine hnRNPA2B1 est 

chargée après modification par SUMOylation. Cette même modification permet la liaison de 

hnRNPA2B1 aux ARNs, incluant les microARNs (Villaroya-Beltri, 2013). De plus, cette 

ribonucléoprotéine reconnaît la séquence GGAG/CCCU en 3’ des microARNs, maintenant 

considérée comme une signature de chargement. Parallèlement, des protéines appartenant au 

complexe de répression génique induit par l’ARN (RNA-Induced Silencing Complex ou RISC) 
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seraient aussi présentes dans les EVs (Melo, 2016), leur conférant un rôle régulateur auprès des 

cellules réceptrices. 

 

1.2.5 Communication intercellulaire 

Les vésicules extracellulaires, une fois relarguées, peuvent influencer les cellules avoisinantes et 

distantes de différentes façons. Pour ce faire, elles peuvent se lier à la cellule via des interactions 

avec des récepteurs ou être internalisée par diverses voies d’endocytose. 

1.2.5.1 Liaison avec ligand 

D’abord, les EVs peuvent se lier à un récepteur et activer une voie de signalisation dans la cellule 

réceptrice. Plusieurs molécules transmembranaires peuvent remplir ce rôle. Les molécules 

d’adhésion, comme les molécules d’adhésion intercellulaires (InterCellular Adhesion Molecule ou 

ICAM) et les intégrines, peuvent servir de point d’adhésion aux molécules présentes sur les 

vésicules (French, 2017).  Aussi, des molécules, comme la fibronectine et la laminine, peuvent 

servir de protéine échafaud dans la formation de ce complexe cellule-vésicule (Desrochers, 2016). 

De plus, certains récepteurs peuvent interagir directement avec l’enveloppe lipidique de la 

vésicule, comme les protéines de la famille TIM, reconnues pour se lier à la phosphatidylsérine 

(Wei, 2016). Enfin, l’identité des protéines à la surface des vésicules détermine les types 

cellulaires susceptibles d’interagir avec ces vésicules. Autrement dit, les vésicules exprimant des 

molécules d’adhésion – comme les ICAM et les intégrines – auront une meilleure affinité avec 

certaines cellules immunitaires, notamment celles reconnues pour être activées par le ligand 

ICAM-1 (Hoen, 2009 ; Sabatier 1999; Bui, 2020). 

Ensuite, ces liaisons avec les récepteurs peuvent démarrer une cascade de signalisation. Comme 

mentionné ci-haut, les vésicules contenant de la phosphatidylsérine peuvent se lier aux cellules 

réceptrices via un récepteur de la famille TAM (Linger, 2008). Ces récepteurs possèdent une 

fonction tyrosine kinase permettant de phosphoryler des protéines intracellulaires, déclenchant 

ainsi des cascades de signalisations. Finalement, la liaison peut mener à l’internalisation des 

vésicules. 
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1.2.5.2 Internalisation 

Les EVs peuvent influencer les cellules réceptrices par internalisation. Les vésicules peuvent 

relâcher leur contenu une fois internalisées, ce qui influencera les cellules de l’intérieur. Ce 

phénomène peut être constitutif (i.e. : pinocytose) ou déclenché (i.e. : endocytose) (French, 2017 

; Feng, 2010). Par exemple, la pinocytose est présente sur les cellules dendritiques, les 

macrophages et les cellules endothéliales. Ces types cellulaires sont donc susceptibles 

d’internaliser des vésicules de façon spontanée par leur activité constitutive de recensement du 

milieu extracellulaire avoisinant. En revanche, les processus déclenchés sont souvent associés à 

l’activation d’un récepteur – comme TIM3, auparavant mentionné. Le récepteur recrute alors de 

la machinerie protéique sous la membrane plasmique afin de créer un endosome (Février & 

Raposo, 2004 ; Tian, 2010). Ce faisant, le ligand sera internalisé par la cellule, enveloppé par une 

vésicule à double-membrane, pour se déplacer à travers le réseau endomembranaire à l’aide de 

transporteurs protéiques jusqu’à destination. 

1.3. L’endocytose 

1.3.1 Généralités 

L’endocytose est un processus cellulaire présent sur virtuellement tous les types cellulaires.  Il 

s’agit d’une façon pour les cellules d’interagir avec leur milieu et d’incorporer des éléments du 

milieu extracellulaire de manière sélective (Doherty & McMahon, 2009). Même si ce phénomène 

peut se produire avec ou sans l’aide de récepteur extracellulaire, il requiert toujours une 

réorganisation des protéines sous-jacentes à la membrane plasmique. Ce processus peut aussi 

favoriser la polymérisation des molécules d’actine localement (Mooren, 2012), poussant sur la 

membrane cellulaire et formant des protrusions à la surface de la cellule. 

La résolution du processus d’endocytose – l’endosome – suit alors des stades de maturation 

pendant lesquels il y aura échange des protéines associées (Rab5 et ses effecteurs), modification 

de signature lipidique (phosphatidylinositol mono- (PIP), bi- (PIP2), triphosphate (PIP3)) 

fragmentation de l’endosome et fusion avec d’autres vésicules intracellulaires (Gorvel; 1991 ; 
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Corvera, 1999 ; Naslavsky, 2018). Comme mentionné plus-haut (voir section 2.3.1 : Dégradation 

#ou recyclage), ces endosomes matures seront dégradés ou recyclés à la membrane. 

 

Figure 9. –  Étapes générales de maturation d’un macropinosome. La maturation du macropinosome est un 

processus dynamique au cours duquel la signature protéique et lipidique est modifiée. La présence du rétromère 

et de la protéine WASH favorise le changement initial de la signature lipidique de l’endosome. Ces protéines sont 

remplacées par des petites protéines G de la famille Rab, puis recyclées à la membrane plasmique. Ce 

changement de protéines modifie à son tour la signature lipidique, formant des îlots distincts à la surface du 

macropinosome. Ces ilôts caractérisiques permettent l’incorporation de protéines (SNX5) servant à la 

fragmentation du macropinosome. Les fragments seront redistribués dans le système endomembranaire. Tout 

au long du processus de maturation, d’autres vésicules et endosomes pourront fusionner avec le 

macropinosome. Seule une petite partie de l’endosome original se dirige vers le centre organisationnel des 

microtubules (mTOC) grâce aux septines (SEPT2). Image adaptée de Buckler & King. Licence obtenue via CCC-

RightsLink. 

Pour ce faire, les endosomes peuvent emprunter différentes voies de transport, soit les voies 

rétrogrades ou antérogrades (Varlamov, 1998). Plus particulièrement, il semble que les 

endosomes exprimant des récepteurs hydrolase acide ou des protéines SNAREs soient 

Maturation 
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transportées de façon rétrograde à l’appareil de Golgi. Certaines sous-unités de ces protéines font 

aussi partie d’un complexe nommé rétromère, nommé ainsi pour son rôle dans le transport 

rétrograde. (Seaman, 2005). En tous les cas, pendant son processus de maturation, les 

endosomes possédant un manteau protéique peuvent produire un réseau tubulaire avec 

bourgeons (Bonifacino & Rojas, 2006). Ainsi, les bourgeons ayant un simple manteau de clathrine 

ou la petite GTPase Rab11 seront recyclés à la membrane plasmique. Parallèlement, la protéine 

adaptatrice 3 (Adaptor Protein 3 ou AP3) mènerait les vésicules bourgeonnantes vers la voie de 

dégradation. 

1.3.2 Les modes d’endocytose classiques 

1.3.2.1 L’endocytose médiée par la clathrine 

L’endocytose médiée par la clathrine (Clathrin-Mediated Endocytosis ou CME) est un important 

procédé non seulement dans la prise de cargo lié à un récepteur, mais aussi dans la régulation de 

la signalisation par récepteur couplé à une protéine G (G-Protein Coupled Receptor ou GPCR) 

(Thomsen, 2016). Il est aussi présent sur la majorité des cellules eucaryotes, incluant les cellules 

endothéliales vasculaires (Zhang, 2014). Le processus se divise en plusieurs étapes distinctes, 

culminant en la formation d’une vésicule enrobée d’un manteau de protéines servant à recruter 

la machinerie nécessaire à la maturation, l’extension et la fission de l’endosome (Kaksonen & 

Roux, 2018).  

D’abord, l’initiation du processus est assurée par la liaison d’un ligand à son récepteur (Stillwell, 

2016). Cette liaison permet alors à la protéine adaptatrice 2 (Adaptor Protein 2 ou AP2) d’être 

recrutée au feuillet interne de la membrane plasmique. Chacun leur tour, une série de protéines 

échafauds sont recrutées, forçant la membrane à se courber vers l’intérieur. Ceci est possible 

grâce à la forme particulière des hétéromères de clathrine, nommés triskelions (Kirchhausen, 

1981).  L’hétérogénéité de l’assemblage des triskelions – en hexagone ou en pentagone (Pearse, 

1975) – applique une tension, forçant la membrane à s’incurver vers l’intérieur de la cellule. Du 

même coup, cette courbature accommode la forme naturelle des échafauds des triskelions qui 

sont alors juxtaposés au manteau de clathrine existant (Lee, 2010). Parallèlement, le recrutement 

de complexes échafauds additionnels favorise l’enrichissement de récepteurs 
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transmembranaires, formant un focus de molécules extracellulaires destinées à être 

internalisées. Ces interactions sont vues comme un point de contrôle de chargement ; un certain 

seuil du nombre de molécules à internaliser doit être atteint (Mettlen, 2010). Sinon, le manteau 

de clathrine se dissipe et le processus est arrêté. 

Ensuite, une fois la courbature suffisante, la protéine structurelle d’actine prend le relais pour la 

maturation de l’endosome enrobé de clathrine. Habituellement uniforme sous la membrane 

plasmique, les filaments d’actine se concentrent en périphérie de la vésicule naissante (Idrissi, 

2012). Pour ce faire, le complexe protéique Wiskott-Aldritch Syndrome (WASp), est localement 

activé par la GTPase Cdc42, ce qui expose un domaine de liaison pouvant recruter la protéine 

associée à l’actine 2/3 (Actin Related Protein 2/3 ou Arp2/3). À son tour, Arp2/3 permet la 

nucléation des sous-unités de F-actine (Brunetti, 2021). Ce recrutement localisé de composantes 

de formation de l’actine - au site de formation de l’endosome - est possible grâce au manteau de 

clathrine, plus précisément aux protéines adaptatrices (Sun, 2015). En plus, des molécules 

motrices de myosine de type I recrutées au site d’endocytose (Idrissi, 2008), repousse du même 

coup l’actine, le manteau de clathrine et la coupe endosomale. 

Finalement, la fission de la coupe d’endocytose est assurée par la dynamine conjointement avec 

des protéines courbées possédant un domaine BAR, incluant SNX9 et l’endophiline (Ringstad, 

1999). Avec leur recrutement de façon séquentielle, elles ont la capacité de former des anneaux 

protéiques autour du cou de la vésicule et effectivement séparer la vésicule de la membrane 

(Takei, 1999). De plus, les protéines BAR pourraient jouer un rôle dans la fission vésiculaire 

indépendante de la dynamine en empêchant l’échange de lipides entre la vésicule et le reste de 

la membrane plasmique (Zhao, 2013). Afin de pouvoir procéder aux étapes de maturation, la 

vésicule est ensuite dénudée de son manteau protéique. Pour ce faire, deux processus 

s’exécutent en parallèle (Kaksonen & Roux, 2018). D’une part, la déphosphorylation du PIP2 par 

la phosphatase OCRL1 – qui possède une affinité pour la clathrine et AP2 – est activée par la 

présence de la GTPase Rab35 (Cauvin, 2016), ce qui déstabilise les interactions entre les protéines 

échafaud et la membrane vésiculaire (Ungewickell, 2004). D’autre part, une fois la 

déphosphorylation enclenchée, un complexe protéique composé d’auxiline et de HSC70 – la 
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forme constitutive de HSP70 – s’active et sépare le triskelion de clathrine à la fois de la membrane 

et des autres vésicules naissantes des environs (Sousa, 2015 ; Fotin, 2004).  

Figure 10. –  Formation d’un puit enrobé de clathrine. 1) Initiation et recrutement : La liaison d’un ligand à un 

récepteur transmembranaire recrute la protéine intracellulaire AP-2, qui sert d’échafaud aux sous-unités de 

clathrine. 2) Invagination : La polymérisation de ces échafauds cause une courbature locale de la membrane 

plasmique. L’invagination du puit recrute ensuite des protéines contenant le domaine F-BAR en plus de filaments 

d’actines à proximité de la membrane plasique en prériphérie de l’invagination. 3) Maturation : Ce faisant, le 

puit mature par incorporation d’autres triskelions de clathrine, et les filaments d’actine resserrent le col du puit. 

Ce nouveau diamètre accommode la polymérisation de protéines BAR et la dynamine. 4) Scission : Une fois la 

vésicule entièrement recouverte de son manteau de clathrine, la dynamine scinde le col du puit, et la vésicule 

est formée. Image tirée de Mechanobiology Institute. CC BY-NC-4.0 

1.3.2.2 L’endocytose médiée par les caveolae 

Les caveolae sont des invaginations de la membrane plasmique riches en sphingolipides et 

cholestérol (Anderson, 1998). De ce fait, il est difficile de les distinguer des autres invaginations 

aux RLs. Cependant, leur expression est intrinsèquement liée à la présence de la protéine 

caveolin-1 (Cav-1) (Drab, 2001). Ce mode d’endocytose requiert lui aussi la présence de la GTPase 

dynamine située au col de l’invagination (Pelkmans & Helenius, 2002). Une fois l’endosome 

détaché de la membrane plasmique, aucune protéine Cav-1 n’est détectable à la membrane 

plasmique. Une isoforme de cette protéine est aussi détectable au réseau transgolgien et dans 

les caveosomes (Pelkmans, 2001). 

https://www.mechanobio.info/what-is-the-plasma-membrane/what-is-membrane-trafficking/what-is-clathrin-mediated-endocytosis/invagination-and-maturation-of-the-clathrin-coated-vesicle
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La formation des caveolae est similaire aux puits enrobés de clathrine, quoique les effecteurs 

soient bien distincts. D’abord, Cav-1 - et ses orthologues chez l’humain – se lient à la membrane 

enrichie de cholestérol. Ceci cause une légère courbature de la membrane. Ensuite, les protéines 

cavines sont recrutées du cytosol, s’assemblent en trimères (Gambin, 2014), et enrobent 

l’invagination, formant une caveola stable. Cependant, des changements dans la tension de la 

membrane plasmique est suffisant pour déstabiliser le manteau de cavines. Afin de minimiser ce 

risque, la protéine Pacsin2 contenant un domaine BAR – donc qui interagit avec la dynamine – est 

recrutée au col de la caveola. De plus, l’ATPase EHD2, aussi localisée au col, se couple avec EHBP1, 

qui stabilise la caveola d’avantage dans les cellules endothéliales (Webb, 2020).  

Figure 11. –  Schématisation des éléments essentiels à la formation d’une cavéola. Des domaines riches 

en sphingolipides et en cholestérol recrutent la protéine membranaire Caveoline1 (Cav-1), courbant la 

membrane plasmique. Cette nouvelle conformation recrute les complexes de cavines qui forment un manteau 

stabilisateur. La protéine Pacsin2 est alors recrutée au col de la vésicule, en plus de la protéine EH domaine 2 

(EHD2). Cette dernière possède une affinité pour les domaines EH de la pacsine en plus de l’actine. Elle favorise 

alors la formation  de filaments du cytosquelette. Une fois le col de la cavéola assez petit, le domaine BAR de 

Pacsin2 recrute la dynamine (Dyn2). Une fois polyérisées au pourtour du col, la dynamine le scinde, séparant la 

cavéola de la membrane plasmique. Le cavéosome est maintenu attaché au cytosquelette grâce à la protéine 

EHD2 recrutée plus tôt. Image tirée de   Lian et al. CC BY-4.0 

Plusieurs substrats sont connus pour entrer dans les cellules par endocytose médiée par les 

caveolae, incluant l’albumine (Minshall, 2000). Les caveolae ont aussi des fonctions régulatrices 
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chez les cellules endothéliales. Elles seraient impliquées dans le développement des vaisseaux 

sanguins (Webb, 2020), la protection des mécanosenseurs comme le VEGFR2 (Shin, 2018) et la 

régulation de l’enzyme oxyde nitrique synthase endothéliale (endothelial Nitric Oxyde Synthase 

ou eNOS) (Förstermann, 2012).  

1.3.3 Les modes d’endocytose non-classiques 

1.3.3.1 La fusion vésiculaire 

Un autre moyen pour les EV d’accomplir leur rôle de communicateur est de fusionner 

directement avec la cellule cible. Ce modèle d’endocytose est caractéristique dans la 

communication neuronale, plus particulièrement au niveau des synapses. Même si la fusion 

vésiculaire avec la membrane plasmique peut se produire de façon spontanée (Fredj & Burrone, 

2009), le phénomène est le plus souvent facilité par les protéines de la famille des récepteurs de 

la protéine d’attachement au facteur soluble sensible au N-ethylmaleimide (Soluble N-

ethylmaleimide sensitive factor Attachment Protein (SNAp) REceptor ou SNARE).  

Effectivement, les protéines SNAREs servent de molécules d’ancrage de la vésicule (v-SNARE) à la 

membrane ciblée (t-SNARE). Les nombreux membres de chacun des deux groupes confèrent une 

spécificité combinatoire pour la fusion vésiculaire (McNew, 2000). Une fois ancrées, les sous-

unités en forme d’hélice du complexe trans-SNARE glissent les unes sur les autres à la manière 

d’un tire-bouchon. Ce mouvement de translation se traduit en « fermeture éclair » au niveau de 

la fourche formée par le complexe trans-SNARE, rapprochant la membrane vésiculaire de la 

membrane plasmique (Südhof & Rothman, 2009). Cette proximité favorise la fusion 

membranaire, ce qui libère le cargo vésiculaire directement dans le cytosol de la cellule cible. 

Finalement, ce type de fusions vésiculaires est aussi utilisé par les cellules dans le relâchement 

des ILVs dans le milieu extracellulaire et la maturation endosomale (Gurung, 2021) ainsi que 

l’autophagie (Moreau, 2011; Abeliovich, 1999). En bref, les SNAREs sont impliquées dans presque 

tous les types de fusion vésiculaires à l’intérieur même de la cellule. 
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1.3.3.2 La phagocytose 

Classiquement la phagocytose était reconnue pour être presqu’exclusivement utilisée par les 

cellules immunitaires. Cependant, d’autres types de cellules sont maintenant bien reconnus 

comme phagocytes dits non-professionnels.  La phagocytose consiste en l’engloutissement actif 

d’un substrat par extension de la membrane plasmique, qu’il s’agisse d’un pathogène ou de débris 

cellulaires. Effectivement, les phagocytes font partie intégrante de l’homéostasie des organismes 

multicellulaires (Rosales & Uribe-Querol, 2017). Les phagocytes professionnels n’incluent pas 

seulement les macrophages et cellules dendritiques, mais aussi les monocytes, neutrophiles, 

éosinophiles et ostéoclastes (Rabinovitch, 1995).  Cependant, d’autres types cellulaires sont aussi 

capables de phagocytose, incluant les cellules endothéliales et fibroblastes ; ces cellules seront 

reconnues comme des phagocytes non-professionnels. En tous les cas, la phagocytose est initiée 

par la reconnaissance de certains patrons moléculaires. 

Ainsi, il existe deux types de récepteurs situés à la surface de la membrane plasmique des 

phagocytes, soit les récepteurs opsoniques ou non-opsoniques (Canton, 2013). Plusieurs 

récepteurs de chaque type sont présents sur une même cellule. D’une part, les récepteurs 

opsoniques reconnaîtront indirectement les particules à phagocyter par l’entremise d’opsonines 

issues de l’hôte (Flannagan, 2012). Des opsonines bien connues sont les anticorps et les molécules 

du complément. D’autre part, les récepteurs non-opsoniques reconnaissent des patrons 

moléculaires directement sur la particule à phagocyter, comme les patrons moléculaires associés 

aux pathogènes et la PtdSer. Suivant la liaison aux différents récepteurs, une cascade de 

signalisation est entamée, ce qui mène à la polymérisation locale des sous-unités d’actine, et 

formation de pseudopodes autour de la particule (Sanchez-Mejorada, 1998). En fusionnant, les 

pseudopodes reforment la membrane plasmique et repoussent le phagosome vers l’intérieur. Ce 

dernier commence alors son processus de maturation, et fusionne avec un lysosome afin de 

digérer la particule phagocytée. 

1.3.3.3 L’endocytose médiée par les radeaux lipidiques 

Comme mentionné plus haut, les RLs sont des domaines de la membrane plasmique riches en 

sphingolipides et en cholestérol. Ces domaines délimités favorisent le regroupement de différents 

récepteurs (Mulcahy, 2014). Ces structures aussi sont sensibles à la molécule méthyl-β-
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cyclodextrine (MβCD), qui séquestre le cholestérol de la membrane. Ce faisant, il est possible de 

réduire les niveaux d’internalisation d’exosomes dans les cellules réceptrices (Koumangoye, 

2011). De plus, la flotilline, une composante des radeaux lipidiques, augmente à la fois le nombre 

d’événements d’endocytose médiée par les RLs et par les caveolae (Phuyal, 2014). Il ne faut 

cependant pas confondre les deux, puisque les protéines cavéolines et cavines ne sont pas 

impliquées dans les processus décrits ici (Lajoie & Nabi, 2007). De plus, ces modes d’endocytose 

sont indépendants de la dynamine. 

En général, l’endocytose médiée par les RLs est enclenchée par des récepteurs se groupant aux 

RLs à la suite de la liaison de leur ligand. Par exemple, une grande proportion (environ 40%) de la 

charge en toxine du choléra est internalisée par ce mode (Torgersen, 2001) à la suite de la liaison 

au sphingolipide GM1, enrichi dans les radeaux lipidiques.  

1.3.3.4 La macropinocytose 

L’événement de macropinocytose consiste en l’extension de lamellipodes qui forment une coupe 

en se refermant sur elles-mêmes. Ce faisant, la cellule internalise son environnement immédiat 

de façon non-discriminatoire à l’intérieur d’un macropinosome (Doherty & McMahon, 2009). 

Ainsi, ce processus permet à la cellule d’absorber des nutriments, sentir son milieu immédiat et 

même de diriger sa migration (Swanson & King, 2019). Conséquemment, les rôles caractéristiques 

des macrophages pour la localisation et le nettoyage de particules et pathogènes peuvent tout à 

fait être attribués à la macropinocytose. 

Pour ce faire, la coordination de différents effecteurs aux microdomaines mentionnés plus-haut 

(Section 1.3.3.3) est essentielle. D’abord, la phosphatidylinositol-3’ kinase (PI3K) phosphoryle le 

phosphatidylinositol-(4,5) biphosphate (PI(4,5)P2) en phosphatidylinositol triphosphate (PIP3).  

Ensuite, ces molécules recrutent conjointement des petites GTPases de la famille Rho - Rho, 

Cdc42 et Rac – à la membrane plasmique en plus de protéines de la famille protéine WASp (i.e. : 

le complexe SCAR/WAVE). Étant maintenant regroupées, les GTPases activent WASp, qui recrute 

à son tour des effecteurs, incluant la protéine Arp2/3. Jusqu’ici, on remarque une similitude assez 

marquée avec les autres modes d’endocytose pour le recrutement de la machinerie de 

polymérisation de l’actine. Cependant, en l’absence de protéines manteau pour guider la 
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courbure de la membrane plasmique, cette polymérisation force la formation de repliements et 

protrusions de la membrane. Finalement, ces protrusions se referment sur la membrane à une 

distance du point de formation variant entre 0.2 µm et 6 µm (Swanson, 2008). Ce repliement 

forme alors un macropinosome de taille similaire à l’extension membranaire, engouffrant le 

milieu extracellulaire – et ses composantes – s’y retrouvant. Une fois formé, le macropinosome 

mature rapidement, adoptant une signature membranaire similaire aux autres types 

d’endosomes, sans toutefois posséder un marqueur spécifique à la macropinocytose (Swanson, 

2018). 

Figure 12. –  Polymérisation de l’actine menant à la formation d’un macropinosome. En présence d’îlots 

de PIP3, les petites protéines G (Ras et Rac1) sont recrutées à la membrane plasmique.  Des îlots de 

polymérisation en forme de filets sont ainsi établis et assurés par les protéines SCAR et Arp2/3, forçant la 

protrusion de la membrane plasmique. En s’éloignant du lieu initial, ces îlots laissent un réseau d’actine filaire 

qui supporte la forme de la coupe macropinocytique, le tout stabilisé par la Formine G pour éviter la 

dépolymérisation des filaments d’actines. Image tirée de Buckley & King. Licence obtenue via CCC-RightsLink. 
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1.3.3.4.1 La macropinocytose chez différents types cellulaires 

 

Naturellement, il existe des mécanismes de régulation de l’activité macropinocytique, quoique ce 

processus puisse se produire de façon constitutive (Redka, 2017). Plus particulièrement, les 

récepteurs tyrosine kinase (RTK), à la suite de leur activation, sont capables de recruter des 

facteurs importants par la régulation de la phospholipase C γ (PLC γ). Pour ce faire, la PLCγ scinde 

le PIP3, déjà présent aux microdomaines, formant du diacylglycérol. À son tour, cette molécule 

favorise l’échange de nucléotide essentiel au fonctionnement des GTPase en amont de la cascade 

de polymérisation de l’actine (Doodnauth, 2018). De plus, certains GPCRs sont aussi responsable 

de l’augmentation de l’activité macropinocytique par leur contribution aux taux de PIP3 présents 

aux microdomaines membranaires. Aussi, des inhibiteurs pharmacologiques bloquant la 

macropinocytose ont été découverts. L’amiloride et ses dérivés sont parmi les plus efficaces et 

les spécifiques grâce à leur action localisée à la membrane plasmique (Lin, 2020), même s’ils 

affectent tout de même d’autres processus cellulaires à cet endroit. 

De ce fait, certains pathogènes ont les moyens de favoriser la macropinocytose pour infecter les 

cellules et échapper au système immunitaire (Haraga, 2007 ; Schroeder, 2008). Plus 

spécifiquement, les bactéries Shigella flexneri et Salmonella typhi insèrent des facteurs de 

virulence directement dans la cellule hôte par sécrétion de type III, soit par injectisome 

(Kimbrough, 2002). Ces facteurs sont capables d’influencer les voies de régulation de la 

macropinocytose décrites ci-haut. Elles sont alors encapsulées dans un macropinosome, et en 

modifient alors la signature lipidique afin d’éviter la dégradation lysosomale (Schroeder, 2008). 

Parallèlement, plusieurs virus utilisent la macropinocytose comme voie d’entrée dans la cellule 

(Mercer & Helenius, 2012). Les virus exploitent la non-spécificité de l’internalisation de 

l’environnement immédiat par les macropinosomes.  De plus, certains virus ont la capacité 

d’induire la macropinocytose en se liant aux récepteurs mentionnés plus haut (Grove and Marsh, 

2011). Ils peuvent même être adsorbés aux composantes de la matrice extracellulaire, comme le 

HSPG. 
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Enfin, la macropinocytose joue un important rôle dans le maintien des cellules cancéreuses. 

Effectivement, elle permet de pallier la demande accrue en nutriments des cellules cancéreuses, 

qu’il s’agisse d’acide aminé, glucose ou ATP (Commisso, 2013 ; Qian 2014) leur conférant une 

résistance aux drogues qui compétitionne avec l’ATP. Cependant, l’augmentation dérégulée de la 

macropinocytose peut induire la mort cellulaire par methuose (Overmeyer, 2008). Brièvement, la 

surproduction ou l’arrêt de la maturation et de la dégradation des macropinosomes mène à une 

déstabilisation de la membrane plasmique. Cet état précaire de la membrane rend le trafic 

vésiculaire - et conséquemment le recyclage de la membrane - difficile, menant au gonflement 

de la cellule et à la rupture de la membrane. 

1.3.3.4.2 La macropinocytose chez différents types cellulaires 

 

Nonobstant son rôle important pour les cellules cancéreuses, d’autres types cellulaires sont aussi 

capable de macropinocytose. De prime abord, les cellules immunitaires font partie des premières 

cellules à être identifiées comme telles (Lewis, 1931). De nos jours, ces mécanismes sont bien 

connus et décrits en détail. Cependant, la macropinocytose peut affecter ces cellules de manière 

surprenante.  

En effet, une compétition pour les ressources nécessaires à la migration s’effectue lors de 

l’activation de la macropinocytose chez les cellules dendritiques (CD) (Heuze, 2013). D’une part, 

ce phénomène permet aux CDs matures et présentatrices d’antigène de migrer lentement à 

travers des tissus (Vargas, 2016) et mieux détecter les antigènes – et autoantigènes – locaux 

(Moreau, 2019).  D’autre part, les CDs immatures sont avantagées dans l’exploration contre la 

pression hydrostatique dans les capillaires terminaux (Moreau, 2018). Quant à eux, les 

macrophages possèdent deux sites distincts de macropinocytose. La macropinocytose 

périphérique est associée à la migration et la capture de particules, alors que la macropinocytose 

dorsale est dédiée à la signalisation cellulaire, puisqu’elle survient après stimulation de TLR 

menant à la sécrétion de cytokines (Wall, 2017). De plus, les lymphocytes B et T sont aussi 

capables de macropinocytose. Quoique les niveaux basaux soient quasi-absents, les lymphocytes 

B peuvent produire des macropinosomes dans un contexte de pathogenèse (Garcia-Perez, 2012) 
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de façon similaire à la régulation par les pathogènes décrite plus-haut. Récemment, les capacités 

macropinocytiques des lymphocytes T a été réévaluée positivement (Charpentier, 2020). Elle 

servirait ici à soutenir la croissance des deux types (CD4+ et CD8+). 

Finalement, les cellules du système vasculaire sont bien connues pour leur activité de 

macropinocytose. Effectivement, des cellules endothéliales aortiques de porc expriment des 

niveaux basals de macropinocytose qui sont modulés en réponse au facteur de croissance dérivé 

des plaquettes (Platelet-Derived Growth Factor ou PGDF) grâce à une expression accrue de la PI3K 

et la formation du PIP3. De leur côté, les fibroblastes, tout comme les macrophages, sont aussi 

capable de macropinocytose périphérique et dorsale, qui sont chacune médiée par différents 

effecteurs, soit la protéine WAVE1 et WAVE2, respectivement (Suetsugu, 2003). De plus, ces deux 

types auraient des fonctions similaires à celles des macrophages, soit la migration et la 

signalisation. Un dernier type de cellules vasculaires, les cellules endothéliales, peuvent même 

voir leur activité métabolique changer à la suite d’événements de macropinocytose. Plus 

précisément, les HUVECs, sous des conditions de carence en glutamine, sont capables 

d’augmenter leur niveau de macropinocytose (Kim, 2017). Ceci leur permet d’internaliser 

d’autres acides aminés non-essentiels afin de promouvoir leur prolifération sans pour autant 

jouer sur leur niveau de migration. 

1.3.4 L’échappement endosomal 

Peu importe le mode d’entrée, certaines composantes endosomales peuvent s’échapper de 

l’endosome, avant ou pendant le processus de dégradation. La littérature décrit plusieurs 

mécanismes d’échappement endosomal, tantôt viral ou bactérien, tantôt par des molécules 

synthétiques (Haisma, 2011). Dans tous les cas, l’intégrité des membranes endosomales et 

lysosomales est affectée. 

Premièrement, la formation de pores peut se produire dans les deux types de compartiments. 

Des peptides amphiphiliques, c’est-à-dire qui possèdent une affinité pour les régions hydrophiles 

et hydrophobes, changent la dynamique et la fluidité des membranes lipidiques en s’insérant à 

travers celle-ci (Huang, 2004).  La formation de pores est ensuite assurée par la multimérisation 

et réorientation spatiale de ces peptides, créant des structures en forme de barils. 
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Deuxièmement, l’accumulation de charges négatives pendant l’acidification des endosomes crée 

un environnement avec une faible osmolarité, créant une tension sur la membrane endosomale 

qui peut mener à sa rupture (Haisma, 2011). Sinon, ces charges négatives modifient les chaînes 

hydrophobiques des molécules avec amines tertiaires, leur conférant des propriétés 

s’apparentant aux détergents (Miller, 1983). 

Troisièmement, les vésicules contenues dans les endosomes peuvent fusionner avec la 

membrane de celui-ci, menant au relargage de leur contenu dans le cytosol. Parallèlement à 

l’acidification des endosomes décrite précédemment, certains peptides fusogéniques, souvent 

d’origine virale, force la fusion des enveloppes virales avec l’endosome (Horth, 1991). Autrement, 

certains récepteurs, dont la famille des récepteurs au facteur de croissance des fibroblastes 

(FGFR), ont la capacité d’échapper à la dégradation en liant l’héparan sulfate (HSPG). Cette liaison 

leur permettrait de traverser la membrane endosomale (Cho, 2004 ; Lindhart, 2004), et 

potentiellement de transférer leur ligand dans le cytosol. 
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Question et objectifs 

Mise en contexte 

Les ApoExo sont différents des exosomes classiques et des corps apoptotiques. Ils contiennent 

un protéasome 20S actif ainsi que le fragment LG3 du perlecan, qui sont tous deux responsables 

de fortes réponses inflammatoires et auto-immunes. En plus de leurs caractéristiques distinctes, 

les ApoExo ont la capacité d’influencer leur environnement. Les ApoExo induisent aussi la 

dysfonction et la dédifférenciation des cellules endothéliale en condition de stress.  

De plus, le contenu en ARN des ApoExo est largement différent non seulement des corps 

apoptotiques, mais aussi des cellules apoptotiques à l’origine des ApoExo. En fait, une proportion 

de ces ARNs sont décrits comme immunostimulatoires et ressemblant à des ARNs viraux. 

Cependant, les mécanismes de partage du contenu des ApoExo est encore à caractériser.  

Question 

Puisque les ApoExo sont relâchés à la suite d'un dommage vasculaire et qu’ils induisent une 

réponse immunitaire in vivo, est-ce que les ApoExo sont capables de transmettre leur cargo aux 

cellules endothéliales avoisinantes? Si oui, quelles voies d’internalisation empruntent-ils, et quel 

type de cargo transfert-ils? 

Hypothèse 

Les ApoExo seront internalisés par les cellules endothéliales via un mode d’endocytose non 

classique et y relargueront leur cargo spécifique d’ARN. 

Objectif 

Caractériser le mode d’entrée des ApoExo chez les cellules endothéliales et les composantes qui 

y sont relarguées. 



 

Chapitre 2 – Méthodologie 

Culture cellulaire et réactifs 

Des cellules endothéliales de veines de cordons ombilicaux (HUVEC) ont été achetées chez Cell 

Applications et cultivées sur une surface gélatinisée avec milieu M200 enrichi d’un milieu de 

croissance faible en sérum (Gibco, Waltham, MA, USA) jusqu’au 4e passage. Afin de produire les 

vésicules, les cellules sont incubées dans un milieu RPMI sans sérum (Gibco) pour une durée de 4 

heures, tel que décrit (Dieudé, 2015 ; Hardy, 2019 ; Migneault, 2020 ; Dieudé, 2020). Afin de 

produire des vésicules fluorescentes, des HUVEC ont été traitées avec les marqueurs fluorescents 

Cell Tracker Orange-CMRA ou SYTO RNASelect Green Fluorescent (Molecular Probes, Wlatham, 

MA, USA) pendant 15 m avant l’incubation sans sérum. La Cytochalasine D (Cyto D), la 

monosansylcadavérine, le methyl-β-cyclodextrine (MβCD) et le 5-(N-ethyl-N-isopropyl)amiloride 

(EIPA) utilisés pour les traitements cellulaires ont été achetés chez Sigma (Burlington, MA, USA). 

La transferrine couplée à la fluorescine thioisocyanate (FITC) a été achetée chez ThermoFIsher 

(Wlatham, MA, USA, et l’annexine 5 (AnxV) chez Biolegend (San Diego, CA, USA)  

Isolation de vésicules extracellulaires 

Le milieu de culture sans sérum conditionné pendant 4 h par les HUVECs a été fractionné par 

centrifugation séquentielle selon les indications publiées dans le passé (Dieudé, 2015; Migneault, 

2020). Rapidement, une première centrifugation de 15 m à une vitesse de 1200 g à 4oC est 

effectuée, suivi d’une deuxième centrifugation de 15 m à 50 000 g à 4 oC, puis une dernière 

centrifugation de 18 h à 200 000 g à 4 oC. Les culots de 50 000 g et 200 000 g correspondent aux 

corps apoptotiques et ApoExo, respectivement. Les culots sont resuspendus dans le volume initial 

de milieu avec ou sans sérum, le cas échéant. 

Évaluation de l’apoptose 

Les HUVECs ont poussé dans des plaques de 6 puits jusqu’à presque confluence (90-95%). Les 

cellules ont ensuite été rincées deux fois au RPMI avant d’être incubées pendant 4 h dans un 

milieu avec ou sans sérum. Elles ont ensuite été colorées au Hoechst33342 (1,0 µg/mL) (Molecular 
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Probes, Waltham, MA, USA) pendant 10 m. Une solution d’iodure de propidium (5 µg/mL) est 

ajoutée au moment de l’acquisition à une longueur d’onde d’excitation de 360 nm à 425 nm. Les 

pourcentages de cellules normales, apoptotiques et nécrotiques sont calculés à partir de 8 images 

captées aléatoirement à des endroits différents dans le même puit pour chaque condition à 

grossissement total de 5X. Les niveaux d’apoptose sont calculés à partir du nombre de cellules 

apoptotiques (noyau condensé (bleu brillant) avec absence de perméabilité membranaire 

(rouge)) divisé par le nombre de cellules totales pour chaque micrographie. 

Mesure de l’activité du protéasome 

Les ApoExo et CA isolés sont resuspendus à une concentration de 200X dans du PBS. La 

concentration en protéine de la resuspension est quantifiée par une trousse de microdosage BCA 

(Thermo Fisher, Waltham, MA, USA). Ensuite, une trousse de mesure d’activité du protéasome 

similaire à la caspase (Promega, Madison, WI, USA) est utilisée selon les instructions du fabricant 

pour mesurer l’activité du protéasome. Brièvement, les ApoExo et CA sont dilués dans du PBS à 

protéines égales, et amenés à température ambiante. Le réactif luminescent et ajouté aux 

échantillons à volume égal, protégé de la lumière, puis mélangés par agitation sur une plaque 

rotative à 200 rpm. Les échantillons incubent à température ambiante pour 10 m avant d’être lus 

au lecteur de luminescence Victor3 (PerkinElmer, Wlatham, MA, USA). Le niveau de luminescence 

est normalisé sur la concentration en protéine et rapporté en tant qu’activité du protéasome sur 

le volume de surnageant initial. 

Cytométrie en flux des vésicules 

Les cellules sont cultivées dans le Medium 200 + LSGS déplété en vésicules ou dans le RPMI sans 

sérum, tel que décrit plus tôt. Les surnageants sont centrifugés à 1200 g à 4 oC pendant 15 m afin 

d’enlever les débris cellulaires. Les vésicules sont marquées pendant 60 m à 32oC avec la sonde 

LWA300 (300 nM), puis au Cell Tracker Deep Red (1 µM, Thermo Fisher) pendant 30 m. Ensuite, 

de l’AnxV couplée au fluorophore BV421 est ajouté à température pièce pendant 20 m. L’analyse 

de la cytométrie en flux est effectuée telle que décrite (Beillevaire, 2022) sur l’appareil BD Canto 

II Special Order Research Product (BD Bioscences) équipé de l’option à petites particules 
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Cytométrie en flux 

Les cellules confluentes sont incubées avec des ApoExo fluorescents et les inhibiteurs 

pharmacologiques ou leur véhicule (voir section : Culture cellulaire et réactifs) pour les temps 

mentionnés avant d’être rincées au PBS et décollées à la trypsine. Les cellules sont alors marquées 

avec la trousse AquaDead (Invitrogen, Waltham, MA, USA) selon les instructions du fabricant et 

lavées deux fois puis resuspendues au PBS supplémentés avec BSA (1 % m/v). L’internalisation 

des ApoExo quantifiée sur un cytomètre FACS-LSRII avec le logiciel FACSDiva (BD Biosciences 

Franklin Lakes, NJ, USA) jusqu’à 30 000 événements par échantillon. Les données ont été 

analysées avec le logiciel FlowJo. 

Microscopie confocale 

Le protocole suivant est une adaptation de Migneault et al. (Migneault, 2020). Rapidement, les 

cellules ont été cultivés sur des lamelles de verre recouvertes de gélatine jusqu’à confluence. Elles 

ont ensuite été incubées avec des ApoExo marqués au CMRA (description ci-haut) pour les 

périodes mentionnées. Les cellules ont été rincées au PBS puis fixées dans une solution de PBS-

paraformaldéhyde (4 % m/v) pendant 20 m à température ambiante. Les cellules fixées ont été 

marquée au DAPI (300 nM) puis les lamelles montées sur des lames de microscope en verre avec 

le milieu de montage Prolong Gold. Les images confocales ont été acquises avec un appareil Leica 

TCS-SP5 inversé à l’aide d’un objectif à huile HCX PL APO 63x/1.4. L’excitation des fluorophores a 

été effectuée avec un laser à diode 405 nm pour le DAPI ou 561 nm pour le CMRA avec une 

acquisition séquentielle à fréquence de balayage de 400 Hz. Les images ont été acquises grâce au 

logiciel Las-AF. Les images finales ont un format de 12 bits de 2048x2048 pixels (Zoom 2x) avec 

l’échelle indiquées sur les images. Ces images ont été analysées avec le logiciel FIJI (NIH). La 

fluorescence cellulaire totale corrigée (CTCF) correspond à la densité intégrale moins la surface 

cellulaire multipliée par le signal moyen du bruit de fond (Migneault 2020 ; McCloy, 2014). 

Microscopie électronique 

Les cellules confluentes ont été incubées dans le Medium 200 + LSGS déplété en vésicules ou le 

RPMI sans sérum, avec ou sans ApoExo pour les temps indiqués, puis fixées au PBS supplémenté 
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de glutaralgéhyde 1 % v/v à pH 7.2. Les cellules ont ensuite été lavées au PBS puis décollées et 

culotées. Le culot a été fixé de nouveau dans le PBS supplémenté avec de l’OsO4 1 % pendant 

une heure à 4 oC. Les échantillons ont ensuite été déshydratés dans une série de bain d’éthanol, 

puis incorporés à une matrice d’Epon selon les protocoles usuels (Luft, 1961). Des sections ultra-

minces ont été tranchées à l’aide d’un ultramicrotome Reichert Ultracut, puis montées sur des 

grilles de nickel. Les sections ont été marquées avec une solution aqueuse d’acétate d’uranyl et 

de citrate de plomb à une concentration de 3 %. Les micrographies ont été acquises avec un 

microscope électronique à transmission Philips CM100 équipé d’une caméra digitale AMT XR80. 

Transfection d’ARN interférant 

Ce protocole est une adaptation de Migneault et al. (Migneault, 2020). Des plaques 6 puits ont 

été ensemencées avec des HUVEC à 2500 cellules par cm2. Après 72 h, les cellules ont été 

transfectées avec des petits ARN de marque ON-TARGETplus – SMARTpool (Dharmacon, 

Lafayette, CO, USA) contre les gènes humains CAV1, DNM I/II, PCSK5 ou des petits ARN sans cible 

à l’aide de la trousse Magnet Assisted Transfection (MATra) (IBA Lifesciences, Göttingen 

Allemagne) selon les instructions du fabricant. Rapidement, le réactif MATra a été ajouté à une 

solution de siARN (1 mL : 1 µg) dans le milieu Opti-MEM (Gibco) et incubé à température 

ambiante pendant 25 m. Ensuite, la solution est ajoutée au milieu de culture des cellules qui ont 

ensuite été placées sur une plaque magnétique pour 15 m à 37 oC, puis 30 m additionnelles sans 

plaque magnétique, toujours à 37 oC. Un changement de milieu pour le Medium 200 + LSGS st 

effectué immédiatement, puis après 24 h. Les cellules sont utilisées pour les essais et traitements 

appropriés 48h après la transfection. 

Lyse cellulaire, isolation des protéines et immunobuvardage 

Les protéines cellulaires totales ont été obtenues à la suite de deux lavages au PBS froid et une 

lyse cellulaire sous agitation à 4 oC pendant 15 m avec un tampon de lyse (1 % Triton X-100, 150 

mM NaCl, 5 mM EDTA et 50 mM Tris, pH 7,5) supplémenté avec un mélange d’inhibiteurs de 

protéases (Calbiochem, San Diego, CA, É.-U.) et de phosphatases (Sigma). Le fond des puits a été 

gratté avec un patin en caoutchouc puis les surnageants récoltés et centrifugés à 12,000 g à 4 oC 
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pendant 10 m. La concentration en protéine a été évaluée avec une trousse de dosage protéine 

BCA (Thermo Fisher) selon les instructions du fabricant. 

Les protéines ont ensuite été solubilisées dans un tampon de chargement (25 nM Tris-HCl, 1 % 

SDS, 0,1 % bleu de bromophénol, 10 % glycérol, 2 % β-mercaptoéthanol, pH 6,8) puis incubées à 

95 oC pendant 10 m avant d’être assujetties à une électrophorèse sur gel de polyacrylamide (SDS-

PAGE). Les protéines ont ensuite été transférées sur une membrane de nitrocellulose par 

électrophorèse. La membrane a par la suite été bloquée dans une solution saline tamponnée avec 

Tris avec Tween (0,05% v/v) (TBST), supplémentée de lait en poudre sans gras à 5 % m/v pendant 

une heure. La membrane a alors été incubée dans le TBST-Lait 5 % ou TBST-BSA 5 % avec un 

anticorps primaire contre LG3, PSMA3, CAV1, DNM I/II (Cell Signaling), PCSK5 (Thermo Fisher), 

GAPDH (Cell Signaling) ou b-actin (Sigma). Après lavage dans le TBST, les membranes ont été 

incubées avec un anticorps secondaire conjugué avec la péroxydase du raifort contre l’anticorps 

primaire approprié pendant 1 h. Après d’autres lavages, les membranes ont été incubées avec le 

réactif de révélation Lumi-Light Western Blotting Substrate (Roche, Basel, Suisse) ou ECL Prime 

Western Blotting Detection Reagent (GE Healthcare) pendant 5 m avant la capture de la 

luminescence avec le système ChemiDoc XRS+ (BioRad Laboratories Inc.). Le signal de chaque 

bande spécifique a été quantifié avec le logiciel Image Lab 5.2 (BioRad Laboratories Inc.) 

Séquençage d’ARN 

Les données du séquençage d’ARN proviennent de Hardy et al. (Hardy, 2019), téléchargées depuis 

les archives Gene Expression Omnibus avec le numéro d’accès GSE119108. Les lectures ont été 

quantifiées et alignées sur les transcrits annotés sur ENSEMBL (GRCh38.91) avec l’algorithme 

Kallisto (v0.43.1). Les niveaux d’expression des transcrits ont été exprimés en transcrits par 

million (TPM). Les transcrits possédant une expression relative supérieure à 10 TPM dans les deux 

réplicats dans au moins un échantillon ont été considéré comme enrichis. 

RT-qPCR 

L’ARN total a été extrait à partir des cellules avec la trousse miRNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, 

Allemagne) selon les instructions de fabricant. La concentration en ARN extrait a été quantifiée 
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avec le spectrophotomètre et fluoromètre DeNovix DS-11 FX (Logiciel d’acquisition RNA V3.51). 

Un microgramme d’ARN total a été traité à la DNAse I (invitrogen, Waltham, MA, É.-U.), et 

inversement transcrit en ADN complémentaire avec la trousse iScript Reverse Transcription 

Supermix (BioRad, Hercules, CA, É.-U.) selon les instructions du fabricant. Pour l’amplification 

quantitative par PCR, 5 ng d’ADN complémentaire a été amplifié avec des sondes TaqMan 

(Thermo Fisher, Waltham, MA, É.-U.) pour PCSK5 ou HPRT1 and le réactif d’amplification TaqMan 

Fast Advanced Master Mix (ThermoFisher, Wlatham, MA, É.-U.). Les réactions ont été effectuées 

à l’aide de l’appareil QuantStudio 6 Flex Real-Time PCR (LifeBioscences). Après une incubation 

initiale de 20 secondes à 95 oC, les échantillons ont été amplifiés sur 40 cycles comprenant d’une 

étape de dénaturation d’une seconde à 95oC, suivi d’une hybridation et élongation à 60 oC 

pendant 20 secondes. Les niveaux d’expression de PCSK5 ont été calculés selon la méthode du 

ΔCt, puis normalisés sur l’expression du gène HPRT1 (ΔΔCt). 

Analyse statistique 

Toutes les données sont présentées en tant que la moyenne ± SEM sur au moins 3 réplicats 

indépendants, sauf indication contraire. Les données ont été testées par le test de Student, sauf 

sous indication contraire, avec le logiciel GraphPad Prism 8.0 (GraphPatSoftware Inc. San Diego, 

CA, É.-U.) Une valeur p < 0,05 a été considérée comme significative. 

 

 

 



 

Chapître 3 – Résultats 

3.1 Les ApoExo sont différents des corps apoptotiques et des 

exosomes normaux. 

Lors d’une carence en sérum, les cellules endothéliales (CE) démontrent des signes d’apoptose 

sans démontrer de caractéristiques propres à la nécrose (Figure. 13A). Grâce à la cytométrie en 

flux à petites particules (spFACS), nous avons confirmé que les CE relâchent des vésicules 

extracellulaires de différentes tailles en conditions normales et en absence de sérum. Les CA et 

ApoExo isolés du milieu de culture des CE carencées en sérum démontrent des caractéristiques 

ultrastructurelles distinctes. Effectivement, les CA ont une taille supérieure à 1 µm a lors que celle 

des ApoExo varie entre 30 et 100 nm (Figure 13B) tel que déjà observé (Migneault, 2020; Dieudé 

2015).  

De plus, seul le surnageant provenant des cellules carencées en sérum contenait des 

nanovésicules exprimant la phosphatidylsérine (PtdSer) et un protéasome actif, une 

caractéristique des ApoExo (Figure 13C). En accord avec les résultats spFACS, l’activité du 

protéasome similaire à la caspase (« caspase-like proteasome activity ») est plus élevée dans les 

ApoExo que dans les CA et dans les exosomes produits en conditions normales (ExoN) (Figure 

13D). 

Les analyses d’immunobuvardage de type Western confirment que les ApoExo produits 

expriment des marqueurs différents des CA (Figure 13E). Ce faisant, les ApoExo expriment les 

protéines LAMP2, LG3 et la sous-unité 20S du protéasome, alors que les CA expriment GM130, 

l’histone H3 et la tubuline. De plus, certains marqueurs classiques des exosomes sont absents des 

ApoExo, telles que les tétraspanines CD63 et CD82 (Figure S1). 
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Figure 13. –  Les vésicules apoptotiques apparentées aux exosomes sont différentes des exosomes 

classiques et des corps apoptotiques. (A) Quantification des niveaux d’apoptose chez les cellules 

endothéliales en carence de sérum pendante 4 h avec micrographie représentatives. Microscopie fluorescente 

de cellules endothéliales marquées au Hoechst et à l’iodure de propidium. Le nombre de cellules apoptotique et 

totales ont été quantifiée à l’aide du logiciel  ImageJ. Les niveaux d’apoptose sont exprimés en tant que moyenne 
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± SEM. n ≥ 3 pour chaque condition. (B) Micrographies électronique à transmission représentatives des corps 

apoptotiques (gauche, échelle: 2 µm) et des ApoExo (droite, échelle: 1 µm). n ≥ 3 pour chaque condition. (C) 

Stratégie de guérite pour analyser l’expression de la phosphatidylsérine et du protéasome sur les vésicules 

positives pour le marqueur CellTrace dans le milieu conditionné par des cellules endothéliales et graphique en 

nuage de points représentatif; n≥5 pour chaque condition. (D) Comparaison de l’activité du protéasome chez les 

ApoExo, les corps apoptotiques (ApoBodies) et les exosomes classiques (ExoN). Les valeurs sont exprimées en 

tant que moyenne ± SEM. n≥4 pour chaque condition. (E) Immunobuvardage de type Western montrant 

différents marqueurs protéiques chez les corps apoptotiques et les ApoExo. Les poids moléculaires sont 

exprimés en kDa. Des immunoblots représentatifs sont montrés. n ≥ 3 pour chaque condition. Les valeurs P ont 

été obtenues par test de Student non-jumelé (* P < 0.05, ** P < 0.01, and *** P < 0.001). 

 

3.2 Les ApoExo sont activement internalisés par les cellules 

endothéliales. 

Ensuite, le potentiel d’internalisation des ApoExo par les cellules endothéliales a été vérifié 

indirectement par transfert de fluorescence. Pour ce faire, des cellules ont d’abord été marquées 

par fluorescence avec le réactif Cell Tracker Orange-CMRA. Ce marqueur est perméable à la 

membrane plasmique des cellules. Une fois incorporé dans le cytoplasme, les enzymes 

glutathione-S-transférases de la cellule attachent le fluorophore aux groupements thiols des 

protéines de façon covalente. Le marqueur devient donc séquestré à l’intérieur de la cellule. 

L’excédent de marqueur est lavé, puis les cellules assujetties à une carence en sérum. Ce 

traitement induit l’apoptose des cellules endothéliales fluorescentes, ce qui produit des vésicules 

apoptotiques fluorescentes. De plus, ce fluorophore est stable et au travers de plusieurs 

générations cellulaires ainsi que dans les vésicules extracellulaires produites par ces mêmes 

cellules. (Toda, 2012 ; Cho, 2018).  

Ainsi, des monocouches de HUVEC ont été exposée à des ApoExo fluorescents jusqu’à 6 heures. 

Ensuite, la fluorescence des CE a été mesurée par cytométrie en flux et microscopie confocale. 

Cette mesure permet de conclure que les ApoExo sont internalisés par les CE de façon efficace en 

fonction du temps et de la concentration. De plus, les micrographies confocales ont permis 

l’observation de la fluorescence dans le cytoplasme plutôt qu’à la membrane plasmique des 
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cellules (Figure 14A & 14B). La spécificité du signal fluorescent correspondant aux ApoExo a été 

vérifiée en deux temps, d’abord par compétition par incubation simultanée avec des ApoExo non-

fluorescents et aussi par traitement des ApoExo avec le détergent Triton X-100 (Figure 14C). Ceci 

confirme que le marqueur fluorescent est bel et bien contenu dans les ApoExo, et que la 

membrane vésiculaire se doit d’être intacte afin de pouvoir transférer le cargo vésiculaire. 

Après, la dépendance énergétique pour l’internalisation a été évaluée par incubation à froid. Pour 

ce faire, les CE ont été incubées en présence d'ApoExo à 4 oC et 37 oC, résultant en une baisse 

marquée de l’internalisation dans les conditions froides (Figure 14D). Ceci suggère que 

l’internalisation des ApoExo est un procesus actif initié par la cellule.  
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Figure 14. –  Les ApoExo sont activement internalisés par un mécanisme dépendant de l’énergie. (A) 

Internalisation dans le temps des ApoExo à protéines marquées par les cellules endothéliales en carence de 

sérum de 1h à 6h. Gauche: Mesure quantitative de l’internalisation des ApoExo par cytométrie de flux. Droite: 

Mesure semi-quantitative de l’internalisation des ApoExo par microscopie confocale. n ≥ 3 pour chaque 
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condition. (B) Internalisation en fonction du temps des ApoExo à protéines marquées par les cellules 

endothéliales carencées en sérum pendant 1h. Gauche: Mesure quantitative de l’internalisation des ApoExo par 

cytométrie de flux. Droite: Mesure semi-quantitative de l’internalisation des ApoExo par microscopie confocale. 

n ≥ 3 pour chaque condition.  (C) Quantification de l’internalisation des ApoExo par cytométrie de flux (milieu) 

ou microscopie confocale (droite) chez les cellules endothéliales en carence de sérum traitées aux ApoExo traités 

au Triton X-100 (gauche) ou un excès d’ApoExo non marqués pendant 1h. n ≥ 3 pour chaque condition. (D) 

Quantification de l’internalisation des ApoExo par cellules carencées en sérum traitées à 37 °C ou 4 °C pendant 

1 h par cytométrie de flux (gauche) ou microscopie confocale (droite). Les expériences de cytométrie de flux sont 

exprimées en tant que médiane d’intensité fluorescente (MFI) (30,000 événements/échantillon) ± SEM. Les 

expériences de microscopie confocale sont exprimée en tant que fluorescence cellulaire totale corrigée (CTCF) 

± SEM. Des images représentatives de l’internalisation des ApoExo par microscopie confocale sont présentées.  

(Échelle: 20 µm; rouge – ApoExo et bleu – noyau). Le contrôle (Ctrl) représente les cellules traitées avec le 

véhicule en carence de sérum. Les valeurs P ont été obtenues par test de Student non-jumelé (* P < 0.05, ** P < 

0.01, and *** P < 0.001). 

3.3 Les ApoExo sont internalisés par endocytose non-classique. 

Étant donnée la dépense énergétique nécessaire à l’internalisation, et afin d’identifier la voie 

d’entrée des ApoExo, différents mécanismes d’internalisation ont été investigués. D’abord, un 

mécanisme reconnu pour permettre l’entrée des exosomes, l’endocytose, a été testé (Rikitake, 

2018; Tian, 2013; Théry, 2019). 

D’abord, l’endocytose dépendante la clathrine a été testée par l’utilisation d’un inhibiteur 

pharmacologique, la monodansylcadavérine (Guo, 2015). Son utilisation sur les cellules n’a pas 

réduit le niveau d’internalisation des ApoExo contrairement à la transferrine, une protéine 

reconnue pour emprunter la voie d’endocytose dépendante de la clathrine (Figure 15A) 

Ensuite, l’endocytose dépendante de la cavéoline, un mode bien connu d’endocytose 

indépendante de la clathrine, a été investiguée. L’extinction génique de la protéine cavéoline-1 

n’a pas inhibé l’internalisation des ApoExo (Figure 15B) Cependant, il existe un mécanisme 

compensatoire entre ces deux voies d’endocytose. Donc, afin d’éliminer ce mécanisme, une 

protéine en amont de ces deux voies, la dynamine, a été ciblée par extinction génique (Guo, 

2015). Cette répression génique n’a pas affecté l’internalisation des ApoExo (Figure 15C). Ces 
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résultats suggèrent donc que les ApoExo ne sont pas internalisées par les cellules endothéliales 

via un mode d’endocytose classique. 

Figure 15. –  Les vésicules apoptotiques apparentées aux exosomes sont internalisées par 

endocytose non-classique. (A) L’internalisation des ApoExo par les cellules endothéliales est indépendante 

de la clathrine. Quantification de l’internalisation des ApoExo et de la transferrine par cytométrie de flux chez 

les cellules endothéliales carencées en serum prétraitées pendant 30 min avec le véhicule (Ctrl) ou la 

monodansylcadavérine 400 µM suivi d’un traitement d’une heure 1 h. n = 3 pour chaque condition. (B) 

L’internalisation des ApoExo par les cellules endothéliales est indépendante des caveolae. Des cellules 

endothéliales en carence de sérum ont été transfectées avec de siARN contrôles ou contre CAV1 (90 nM) puis 

exposées aux ApoExo marqués pendant 1h. Quantification de l’internalisation par cytométrie de flux. Des 

immunobuvardages représentatifs de l’extinction de CAV1 sont démontrés. n = 3 pour chaque condition. (C) 

L’internalisation des ApoExo par les cellules endothéliales est indépendante de la dynamine. Des cellules 

endothéliales en carence de sérum ont été transfectées avec de siARN contrôles ou contre DNMI/II (90 nM) puis 

exposées aux ApoExo marqués pendant 1h. Quantification de l’internalisation par cytométrie de flux. Des 

immunobuvardages représentatifs de l’extinction de DNMI/II sont démontrés. n = 3 pour chaque condition. Les 

expériences de cytométrie de flux sont exprimées en tant que médiane d’intensité fluorescente (MFI) (30,000 

événements/échantillon) ± SEM. Les valeurs P ont été obtenues par un test de Student non-jumelé (* P < 0.05, 

** P < 0.01, and *** P < 0.001). 
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Par conséquent, les modes non-classiques d’endocytose ont fait l’objet des travaux suivants. La 

molécule MβCD, un inhibiteur des radeaux lipidiques, n’a pas réduit les niveaux l’internalisation 

des ApoExo lorsqu’il a été utilisé sur les cellules (Figure 16A). Cependant, si cet inhibiteur est a 

priori exposé aux ApoExo, il permet une réduction efficace de leur internalisation par les CE. Ceci 

suggère une grande importance accordée à l’intégrité membranaire des ApoExo dans leur 

processus d'internalisation. 

À la suite de ce résultat, la membrane des ApoExo a été la prochaine cible pour déterminer leur 

mode d’entrée dans les CE. Puisque ces vésicules proviennent de cellules apoptotiques et qu’elles 

sont capables de lier l’annexine V (AnxV) tel qu’observé dans la Figure 13, l’importance de la 

phosphatidylsérine (PtdSer) a été évaluée. Les ApoExo traités à l’AnxV, une protéine possédant 

une haute affinité pour la PtdSer (Andree, 1990), ont démontré des niveaux d’internalisation 

moindres. À l'opposé, le traitement à l’AnxV sur les cellules avant leur exposition aux ApoExo n’a 

démontré aucune réduction de l’internalisation. (Fig 16B & 16C). Ces résultats suggèrent non 

seulement que la PtdSer à la surface des ApoExo est cruciale dans le processus de leur 

internalisation, mais aussi qu’un récepteur à la surface cellulaire participe à l’internalisation des 

ApoExo. 
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Figure 16. –  L’internalisation des vésicules apoptotiques apparentées aux exosomes est régulée par 

un mécanisme dépendant de la phosphatidylsérine. (A) La perturbation de l’intégrité membranaire 

des ApoExo inhibe leur internalisation. Quantification de l’internalisation des ApoExo par cytométrie de flux chez 

les cellules carencées en sérum traitées avec le véhicule (Ctrl) ou le MβCD 5 mM. Les ApoExo ont été traités au 

MβCD 5 mM pendant 1 h puis incubés en présence de cellules carencées en sérum pendant 1 h, ou les cellules 

ont été prétraitées pendant 1 h au MβCD 5 mM suivi d’une incubation avec ApoExo pendant 1 h sans MβCD. n 

= 4 pour chaque condition. La séquestration de la phosphatidylsérine à la surface des ApoExo inhibe leur 

internalisation par les cellules endothéliales. Quantification par cytométrie de flux (B) et microscopie confocale 

(C) de l’internalisation des ApoExo prétraités pendant 1 h avec le véhicule (Ctrl) ou l’annexine V 10 µg/mL suivi 

de l’incubation avec cellules carencées en sérum pendant 1 h. n = 5 pour chaque condition. Les expériences de 

cytométrie de flux sont exprimées en tant que médiane d’intensité fluorescente (MFI) (30,000 

événements/échantillon) ± SEM. Les expériences de microscopie confocale sont exprimée en tant que 

fluorescence cellulaire totale corrigée (CTCF) ± SEM. Des images représentatives de l’internalisation des ApoExo 

par microscopie confocale sont présentées.  (Échelle: 20 µm; rouge – ApoExo et bleu – noyau). Les valeurs P ont 

été obtenues par test de Student non-jumelé (* P < 0.05, ** P < 0.01, and *** P < 0.001). 
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3.4 Les cellules endothéliales internalisent les ApoExo par 

macropinocytose. 

Par la suite, d’autres modes d’entrée ont été considérés pour l’internalisation des ApoExo. Parmi 

les modes d’endocytose considérés non classiques, la macropinocytose est utilisée par les cellules 

endothéliales dans l’internalisation de composantes fluidiques de la matrice extracellulaire, tels 

des acides aminés libres et de l’ATP extracellulaire (Jin, 2018). Ce mécanisme d’endocytose 

dépend de la formation de vagues à la membrane plasmique causée par la polymérisation de 

l’actine. Ces vagues se replient sur elles-mêmes, formant ainsi des vacuoles remplies de liquide 

extracellulaire (Palm, 2019). La perturbation du cytosquelette d’actine avec l’inhibiteur 

cytochalasine D a réduit l’internalisation des ApoExo. Ceci a permis de confirmer l’importance de 

l’intégrité du cytosquelette dans le processus (Fig 17A). 

 Ensuite, des analyses ultrastructurelles par microscopie électronique ont permis l’étude des 

dynamiques de la macropinocytose chez des cellules endothéliales au repos et en processus 

d’internalisation. Ainsi, des signes de macropinocytose ont été observés sous la forme de vagues 

à la membrane plasmique et la formation de structure similaires à des lamellipodes (Figure 17B). 

Afin d’investiguer le rôle de la macropinocytose dans l’internalisation des ApoExo, la molécule 

d’amiloride d’éthyl-isopropyl (EIPA), un puissant inhibiteur de macropinocytose (Ivanov, 2008) a 

été utilisée sur les CE. Ce faisant, l’internalisation des ApoExo a grandement été réduite (Figure 

17C). Enfin, un essai combinatoire avec l’AnxV et l’EIPA n’a pas réduit davantage l’internalisation 

des ApoExo (Figure S2). Ce résultat suggère alors que la PtdSer et la macropinocytose font partie 

de la même voie d’internalisation. 

Enfin, étant donné que certains agonistes, virus et pathogènes sont capables d’induire leur propre 

internalisation, la capacité des ApoExo à produire une boucle de rétroactivation en faveur de leur 

internalisation a été évaluée. Les cellules endothéliales exposées aux ApoExo possèdent un 

nombre accru de structures similaires à des lamellipodes comparativement aux conditions 

normales et carencée en sérum. Ces résultats indiquent que la macropinocytose dépendante de 

la phosphatidylsérine est essentielle dans l’internalisation des ApoExo. En retour, les ApoExo 
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instaurent une boucle de rétroactivation en favorisant la formation de structures caractéristiques 

de la macropinocytose.  

Figure 17. –  Les vésicules apoptotiques apparentées aux exosomes sont internalisées par les cellules 

endothéliales par macropinocytose. (A) L’inhibition de la dynamique du cytosquelette chez les cellules 

endothéliales a réduit les niveaux d’internalisation des ApoExo. Quantification de l’internalisation des ApoExo  

et de la transferrine par cytométrie de flux par les cellules endothéliales en carence de sérum avec prétraitement 
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de 30 m avec le véhicule (Ctrl) ou la cytochalasine D 40 µM suivi d’un traitement d’une heure. n = 3 pour chaque 

condition. (B) Les cellules endothéliales démontrent la formation de macropinosomes. Micrographies 

électroniques représentative montrant la formation de macropinosomes (flèche) chez les cellules endothéliales 

en carence de sérum pour 2h. (Échelle: 2µm) n = 3. (C) L’inhibition de la macropinocytosis inhibition réduit 

l’internalisation d’ApoExo chez les cellules endothéliales. Quantification de l’internalisation des ApoExo par 

cytométrie de flux (gauche) et microscopie confocale (droite) chez les cellules endothéliales carencées en sérum 

avec prétraitement de 30 min en présence du véhicule (Ctrl) ou de l’EIPA 10 and 50 µM suivi d’un traitement 

d’une heure1 h. n ≥ 3 pour chaque condition. Les expériences de cytométrie de flux sont exprimées en tant que 

médiane d’intensité fluorescente (MFI) (30,000 événements/échantillon) ± SEM. Les expériences de microscopie 

confocale sont exprimée en tant que fluorescence cellulaire totale corrigée (CTCF) ± SEM. Des images 

représentatives de l’internalisation des ApoExo par microscopie confocale sont présentées.  (Échelle: 20 µm; 

rouge – ApoExo et bleu – noyau). (D) Le traitement aux ApoExo a induit la formation d’ondulations dorsales 

(Dorsal ruffles ; flèches) chez les cellules endothéliales en conditions normales et en carence en sérum après 1h. 

n ≥ 5 pour chaque condition, d’une seule expérience. Les micrographies électroniques représentatives ont 

démontré un nombre grandissant de ces structures pour chaque condition. Les expériences de microscopie 

électronique à transmission ont été exprimées en tant que nombre de structures sur la surface cellulaire ± SEM. 

(Échelle: 1 µm). Les valeurs P ont été obtenues par un test de Student non-jumelé (* P < 0.05, ** P < 0.01, and 

*** P < 0.001). 

3.5 Les ApoExo transfèrent leur contenu en ARN aux cellules 

endothéliales par macropinocytose. 

Les exosomes sont reconnus comme transporteur de cargo dans la communication intercellulaire. 

Ils sont ainsi capables de partager leur contenu en ARNm et miARN avec la cellule réceptrice 

(Valadi, 2007). Parallèlement, les ApoExo présentent un patron d’expression d’ARNm et miARN 

distincts des corps apoptotiques et des exosomes classiques (Hardy, 2019). Afin de vérifier 

l’impact de l’internalisation d’ApoExo sur le transfert d’ARN chez les CE, l’ARN total des cellules 

productrices d’ApoExo a été marqué par fluorescence. 
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Ainsi, l’internalisation d’ApoExo à ARN fluorescent démontre des dynamiques similaires à 

l’internalisation des protéines (Figure 18). Parallèlement, pour savoir si la macropinocytose est 

essentielle au transfert d’ARN inclus dans les ApoExo, ce mécanisme a été inhibé avec l’EIPA en 

présence simultanée d’ApoExo à ARN fluorescent. Ce faisant, une inhibition de l’internalisation 

marquée a été observée, démontrant le rôle primordial de la macropinocytose dans le transfert 

intercellulaire d’ARN. 

Figure 18. –  Les ApoExo transfèrent de l’ARN aux cellules endothéliales par macropinocytose. (A) 

Mesures quantitative de l’internalisation des ApoExo avec ARN marqué par cytométrie de flux. Gauche: 

Internalisation dans le temps des ApoExo par les cellules endothéliales carencées en serum de 1h à 4h. Droite: 

Internalisation des ApoExo par les cellules carencées en sérum pendant 1h en fonction de la concentration 

d’ApoExo. n ≥ 3 pour chaque condition. (B) L’inhibition de la macropinocytose diminue les taux d’internalisation 

des ApoExo par les cellules endothéliales. Quantification de l’internalisation des ApoExo pendant 1h par les 

cellules endothéliales carencées en sérum en présence du véhicule (Ctrl) ou d’EIPA 50 µM tel qu’observé par 

cytométrie de flux. n ≥ 3 pour chaque condition. Les expériences de cytométrie de flux sont exprimées en tant 

que médiane d’intensité fluorescente (MFI) (30,000 événements/échantillon) ± SEM. Les valeurs P ont été 

obtenues par test Student non-jumelé (* P < 0.05, ** P < 0.01, and *** P < 0.001). 

Il est connu que les exosomes classiques peuvent influencer l’expression protéique chez cellules 

réceptrices par le transfert d’ARN.  (Valadi, 2007; Skog, 2008). Nous avons donc évalué cette 

capacité chez les ApoExo, à savoir s’ils transfèrent des ARNm pouvant être traduits en protéine. 

Les ARN contenus dans les ApoExo, les corps apoptotiques et les exosomes normaux, ainsi que le 

transcriptome des CE en conditions normales ou en carence en sérum, ont donc été séquencés.  
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3.6 Le cargo en ARNm des ApoExo modifie le transcriptome des cellules 

endothéliales de façon unique 

Étant donné la capacité des ApoExo à transférer leur ARN aux cellules endothéliales couplée à 

leur profil en ARN distinct relevé par Hardy et al, nous avons évalué le potentiel modulateur des 

ARNm contenus dans les ApoExo. Ainsi, nous avons trouvé que la portion codante de leur 

transcriptome est effectivement différente des autres exosomes. D’abord, les analyses de 

regroupement hiérarchique et en composantes principales (PCA) des ARNm codants ont confirmé 

que les ApoExo expriment un profil d’ARN distincts des corps apoptotiques et des cellules 

endothéliales (Figure 19A & S3A). Parmi les 430 ARNm exprimés chez les ApoExo (Table S1), 

seulement 11% du transcriptome des ApoExo est répertorié dans la base de données Exocarta. 

Parallèlement, 65% de ce même transcriptome est absent de la base de données Vesiclepedia 

(Figure 19B). Ces résultats renforcent la notion que les ApoExo sont non seulement différents des 

exosomes classiques, mais aussi comme catégorie de vésicule extracellulaire distincte des corps 

apoptotiques et présentant un contenu d’ARNm distinct des vésicules extracellulaires 

répertoriées au sein des banques de données Exocarta et Vesiclepedia. 

Ensuite, des analyses de fonctionnalités biologiques ont été effectuées grâce à l’algorithme de 

Gene Ontology (GO), un organisme reconnu avec une base de données publique incluant les 

fonctions biologiques et moléculaires de différents gènes et protéines. Cet algorithme a permis 

d’identifier les fonctions cellulaires potentiellement modulées par le cargo en ARNm des ApoExo 

(Figure 19C & S3B). De ces fonctions se dégagent la régulation de la dépolarisation de la 

membrane plasmique, des microtubules du cytosquelette, du chargement de vésicules ainsi que 

la phagocytose régulée par les IgG. 
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Figure 19. –  Les ApoExo expriment un profil d’ARNm spécifique.(A) Représentation par carte de 

fréquentation des séquences d’ARN codants retrouvées chez les ApoExo, les corps apoptotiques et cellules 

endothéliales en conditions normales (HUVEC_N) or carencées en sérum (HUVEC_SS); n=2. (B) Analyse des 

pourcentages des ARNm identifies dans le transcriptome de ApoExo et présents dans les bases de données 

Exocarta ou Vesiclepedia. (C) Analyse de Gene ontology des processus biologiques des ARNm enrichis dans les 

ApoExo. Les termes reliés à la dépolarisation de la membrane, au cytosquelette, à la phagocytose et aux cibles 

vésiculaires sont enrichis. 

De plus, parmi les ARNm enrichis dans les ApoExo, celui codant pour la protéine PCSK5 était le 

plus enrichi (Figure 7A, Tableau S1). Cet enrichissement a été confirmé par RT-qPCR 

comparativement aux corps apoptotiques, exosomes normaux et CE en conditions normales ou 

carencées en sérum. Les niveaux d’ARNm codants pour PCSK5 chez les CE ont augmenté de 

manière significative à la suite de leur exposition aux ApoExo, mais pas aux ExoN ni aux CA. En 
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plus, l’inhibition de la macropinocytose à l’aide de la molécule EIPA rétablie les niveaux 

d’expression de PCSK5 aux niveaux de base (Figure 20A).  

Cependant, il se peut que cette augmentation soit causée par une modulation de la transcription 

à partir de l’ADN nucléaire de la cellule réceptrice plutôt que d’un transfert direct de l’ARNm 

exosomal. Afin de répondre à cette question, des ApoExo provenant de cellules déplétées en 

ARNm codant pour PCSK5 (Figure S4A) ont été produits. Ces ApoExo n’ont pas causé 

l’augmentation en ARNm observée dans les conditions contrôles (Figure 20B).  Nous avons aussi 

évalué la possibilité que l’ARNm des ApoExo, une fois transféré, soit dégradé par la cellule 

réceptrice. Afin de vérifier l’impact de ce transfert en ARNm codant, les niveaux protéiques de 

PCSK5 des cellules réceptrices en présence ou non de l’inhibiteur de macropinocytose ont été 

analysés. Ce faisant, l’exposition de CE aux ApoExo ont augmenté de façon significative 

l’expression de PCSK5 sous sa forme protéique. De surcroît, l’inhibition de la macropinocytose 

empêche cette augmentation comparativement au véhicule (Figure 20B & 4SB). Puisque les 

ApoExo n’expriment pas la protéine PCSK5 (Figure 4SC), ces résultats suggèrent que les ApoExo 

transfèrent des ARNm codants et fonctionnels aux CE réceptrices. Les ApoExo sont ainsi capables 

de moduler les niveaux d’expression protéique chez les cellules endothéliales. 
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Figure 20. –  Les ApoExo transfèrent de l’ARNm fonctionnel et augmente les niveaux d’expression de 

la protéine PCSK5 chez les cellules endothéliales. (A) L’internalisation des ApoExo augmente 

l’expression de l’ARNm de PCSK5 chez les cellules endothéliales via la macropinocytose. Les cellules 

endothéliales ont été traitées avec des ApoExo, des corps apoptotiques (ApoBodies) ou des exosomes normaux 

(ExoN) pendant 24 h (haut) ou exposées aux ApoExo et DMSO ou ApoExo et EIPA 30µM pour 24h (Bas); n ≥ 3 

pour chaque condition. (B) La déplétion de PCSK5 chez les ApoExo inhibe l’augmentation de l’ARNm de PCSK5 

chez les cellules réceptrices. Les cellules endothéliales ont été traitées avec ApoExo isolés à partir de cellules 
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endothéliales transfectée avec du siARN Ctrl ou PCSK5 90 nM ; n ≥ 3 pour chaque condition. L’expression de 

l’ARNm PCSK5 a été mesurée par RT-qPCR et présentée en tant qu’expression relative de PCSK5 

comparativement aux cellules non-traitées (Ctrl) ± SEM après normalisation sur HPRT1. (C) L’internalisation des 

ApoExo par macropinocytose augmente l’expression de la protéine PCSK5. Les cellules endothéliales ont été 

exposée au véhicule (Ctrl - DMSO), aux ApoExo avec véhicule (ApoExo + DMSO) ou aux ApoExo + EIPA 30 µM 

(ApoExo + EIPA) pour 24 h. L’expression de PCSK5 a été quantifiée par densitométrie et exprimée en tant qu’unité 

arbitraire ± SEM; n ≥ 3. Des images représentatives d’immunobuvardage sont incluses. Les valeurs P ont été 

obtenues par test de Student non-jumelé (* P < 0.05, ** P < 0.01, and *** P < 0.001).  
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Chapître 4 – Discussion 

4.1 Les vésicules apoptotiques apparentées aux exosomes diffèrent des 

corps apoptotiques et des autres exosomes par leur biogenèse et 

contexte cellulaire particulier 

L’apoptose a longtemps été décrite comme un mécanisme menant à la formation de corps 

apoptotiques dont l’élimination par des phagocytes professionnels est tolérogénique et anti-

inflammatoire. Parallèlement, les ApoExo, produits dans le même contexte, ne sont toujours pas 

bien caractérisés, et leur mode d’internalisation encore mal compris. Malgré la similitude entre 

les ApoExo et les exosomes classiques, ces derniers reconnus pour être internalisés par différents 

types cellulaires, les ApoExo présentent des caractéristiques qui les distinguent autant des corps 

apoptotiques que des exosomes classiques.  

Au cours de ces travaux, j’ai démontré que les ApoExo sont internalisés par les cellules 

endothéliales par macropinocytose, normalement une voie d’entrée considérée somme 

complémentaire à l’endocytose classique. Ce faisant, Les ApoExo augmente leur propre taux 

d’internalisation en favorisant la formation de lamellipodes, structures essentielles à la 

macropinocytose, à la surface de la cellule réceptrice. Une fois internalisés, les ApoExo modulent 

le transcriptome et le protéome de la cellule réceptrice. Par la suite, j’ai aussi démontré que 

l’ARNm codant pour la protéine PCSK5, soit l’un des ARNm hautement enrichis dans les ApoExo, 

est fortement exprimé dans la cellule réceptrice. L’expression de cet ARNm n’est cependant pas 

modulée par les corps apoptotiques ni les exosomes normaux. Finalement, l’augmentation des 

niveaux d’expression de PCSK5, qu’il s’agisse de l’ARNm ou de la protéine, est prévenue par 

l’inhibition pharmacologique de la macropinocytose avant et pendant l’exposition aux ApoExo. 

 



 

88 

 

 

Figure 21. –  Schématisation des ApoExo transférant des ARNm fonctionnels aux cellules 

endothéliales par macropinocytose dépendante de la phosphatidylsérine. Suite à l’activation 

de la caspase-3, les cellule endothéliales relarguent des ApoExo dans le milieu extracellulaire. Une cellule 

endothéliale avoisinante peut alors capter les ApoExo riches en phosphatidylsérine, processus inhibé par 

l’Annexin V. La cellule endothéliale réceptrice internalise les ApoExo par macropinocytose. Les inhibiteurs EIPA 

et Cyto. D réduisent les niveaux d’internalisation des ApoExo. Une fois dans le macropinosome, l’ARNm de 

PCSK5, l’ARNm le plus enrichi chez les ApoExo, échappe à la dégradation lysosomale et augmente l’expression 

de sa protéine dans les cellules endothéliales. Schéma obtenu grâce au logiciel en ligne BioRender. 

4.1.1 Le cargo d’acides nucléiques des ApoExo diffère des exosomes 

classiques par le contexte apoptotique 

 Nonobstant leur mode de formation, il n’en demeure pas moins qu’ils possèdent la capacité 

d’êtres internalisés par les cellules endothéliales. Cette internalisation mène non seulement à des 
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changements phénotypiques (Migneault, 2020), mais aussi à la modulation du transcriptome et 

du protéome des cellules réceptrices et ce, de façon différente des exosomes classiques et des 

corps apoptotiques.  

Les données suggèrent que les ARNm contenus dans les ApoExo, comme celui codant pour PCSK5, 

est transféré aux cellules endothéliales à des fins de traduction. Dans le but de vérifier cette 

hypothèse, une construction génique d’un marqueur exogène menant à l’expression d’une 

protéine recombinante (par exemple l’ajout d’un épitope viral) pourrait être effectuée puis 

transfectée aux cellules productrices d’ApoExo. Si le transfert de cet ARNm codant recombinant 

mène à l’expression protéine recombinante, nous pourrons conclure que l’ARN des ApoExo est 

traduit par la cellule réceptrice. 

Parallèlement, il se peut que les ApoExo modulent l’expression de la protéine PCSK5 chez la cellule 

réceptrice par d’autres méthodes. Dans ce cas, deux scénarios sont de mise. D’un côté, les ApoExo 

pourraient contenir ou activer des facteurs de transcription favorisant l’expression de PCSK5, soit 

directement ou par l’entremise de récepteurs intracellulaires. Par exemple, les ApoExo modulent 

l’activité des facteurs de transcriptions NF-κB et KLF4 chez les cellules endothéliales réceptrices 

(Migneault, 2020). Il se pourrait donc que la modulation de l’expression de l’ARNm codant pour 

PCSK5 chez les cellules endothéliales soit causée par un processus similaire. Cependant, cela 

semble peu probable puisque la déplétion de l’ARNm codant pour PCSK5 dans les cellules 

productrices des ApoExo ne module pas son expression dans les cellules réceptrices. 

D’un autre côté, il se peut que les ApoExo agissent de façon post-transcriptionnelle sur 

l’expression de PCSK5, étant donné leur gabarit d’ARN non-codant. Effectivement, les miARN et 

ARN longs non-codants sont reconnus pour affecter les taux de traduction des ARNm (Kopp & 

Mendell, 2018). Des études d’enrichissement et de fonction des ARN non-codants similaires à 

celles des ARNm serviraient à mieux comprendre leurs impacts sur le phénotype endothélial.  

Malgré leurs patrons de protéines et d’ARNm distincts des autres types de vésicules 

extracellulaires, les mécanismes de chargement des ARN, et donc de l’enrichissement de ce 

gabarit d’ARNm particulier au ApoExo, est encore inconnu. D’une part, puisque les cellules 

productrices d’ApoExo sont en processus apoptotique, leur protéome et transcriptome s’en 
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voient modifiés. Ceci change la population d’ARN disponibles pour le chargement dans les 

vésicules extracellulaires. D’autre part, la disponibilité des protéines responsables de ce 

chargement d’acide nucléique est aussi modifiée. Or, il est probable que ces deux altérations 

parallèles, causée par le changement de phénotype cellulaire, modifient la dynamique 

d’interaction et de chargement des protéines et des acides nucléiques dans les vésicules. Des 

études sur cette différence de chargement de cargo protéique et génétique aideraient à cibler les 

mécanismes différentiels lors de l’apoptose. 

 

4.1.2 Exploration du lien entre la biogenèse et incorporation des marqueurs 

protéiques connus 

Les ApoExo sont générés à partir des autolysosomes de cellules apoptotiques et sont relâchés 

dans le milieu extracellulaire à la suite de la fusion de cet autolysosome avec la membrane 

plasmique, un processus dépendant de la caspase-3 (Beillevaire, 2022). Cependant, leur 

mécanisme de biogenèse est encore inconnu. Afin de mieux définir leur formation, des 

expériences complémentaires seraient nécessaires, particulièrement celles ciblant certains 

modes de formation de vésicules intraluminales décrits dans la section d’introduction. Par 

exemple, il serait intéressant d’évaluer l’implication du marqueur protéique synthénine des 

ApoExo dans la formation d’ILVs. De plus, un des marqueurs des ApoExo est le fragment LG3 du 

perlécan. Or, l’héparanase non seulement participe à la formation de vésicules intraluminales 

(voir section 1.2.3.1), mais est aussi impliqué dans la préparation de l’héparan sulfate au clivage 

par les cathepsines, et donc de la libération du LG3 à partir du perlécan, lors du processus 

autophagique. Ce mode de formation expliquerait la présence du fragment LG3 dans les ApoExo. 

Sinon, étant donné leur provenance des autolysosomes, il est possible que l’autophagie soit 

impliquée dans leur export puisque le complexe ATG12-ATG3 est une signature d’export d’ILVs 

(Guo, 2017). La dégradation et le recyclage des nutriments est intrinsèque au processus 

autophagique. C’est donc dire que les composantes des ApoExo seraient dégradées avant leur 

export. Or, à la suite de l’activation de la caspase-3, les ApoExo sont relargués par la cellule. Dans 

ce contexte, l’autophagie aurait un rôle régulateur dans la production des ApoExo, 
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potentiellement grâce au complexe ATG12-ATG3 (Parbin & Gross, 2020). Ce dynamisme entre 

deux procédés antagonistes – survie et mort – serait témoin d’un processus hautement régulé, 

et donc essentiel à l’homéostasie. 

4.1.3 Le cargo spécifique d’ARNm des ApoExo semble échapper à la 

dégradation lysosomale avant de moduler le phénotype cellulaire 

Les ApoExo, tout comme les exosomes classiques, sont une composante essentielle dans la 

communication intercellulaire par leur capacité à transférer des acides nucléiques aux cellules 

réceptrices. Alors que la plupart des études sur les exosomes se concentrent sur l’impact de 

miARN, les résultats présentés plus haut démontrent que les ApoExo sont aussi enrichis en ARNm 

codants. En effet, la majorité des ARNm identifiés dans le cargo des ApoExo ne sont pas 

enregistrés dans les bases de données en ligne Exocarta et Vesiclepedia. De manière intéressante, 

les fonctions biologiques, établies par l’analyse des termes GO, qui sont modulées par ces ARNm 

comprennent la régulation de canaux ioniques, la dépolarisation de la membrane plasmique et la 

réorganisation du cytosquelette, tous essentielles à la formation de macropinosomes (Zeziulia, 

2022). Cela suggère un rôle potentiel des ApoExo dans l’augmentation de l’activité de 

macropinocytose, concordant avec l’augmentation de structures en lamellipode observée (Fig 

17D) 

 

4.1.3.1 Exploration des mécanismes d’échappement endosomal 

Une fois internalisés, les ApoExo semblent en mesure de traverser la membrane endosomale et 

de libérer leur cargo d’ARNm dans le cytosol. Cependant, même si les macropinosomes naissants 

permettent la distribution de contenu vésiculaire à la voie endosomale, les macropinosomes 

matures sont généralement dédiés à la dégradation par la fusion avec des lysosomes (Saric, 2020). 

Les résultats présentés dans cet ouvrage suggèrent que l’ARNm le plus enrichi dans les ApoExo, 

soit l’ARNm codant pour la protéine PCSK5, échappe à la dégradation lysosomale et mène à 

l’augmentation de l’expression de la protéine. 
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Parmi les méthodes d’échappement endosomal connus, la présence de peptides fusogéniques 

semble peu probable. Lors de l’acidification de l’endosome mature, certains peptides sont 

capables de fusionner la membrane des vésicules endocytosées avec la membrane de 

l’endosome. Ce phénomène relâcherait donc le cargo vésiculaire dans le cytosol. De façon 

similaire, la rupture de la membrane endosomale permettrait effectivement au cargo des ApoExo 

d’échapper à la dégradation. La résultante de ces voies serait une diffusion du contenu endosomal 

dans le cytosol. Or, une concentration périnucléaire du signal fluorescent est observée par 

microscopie confocale chez les cellules endothéliales exposées aux ApoExo dont les protéines ont 

été marquées par fluorescence. Cette observation rend la possibilité de fusion par peptide ou la 

rupture de la membrane peu probable.  

La présence de peptides amphiphiliques formant des pores à la membrane de l’endosome est 

plus intéressante. Ces pores en forme de baril ont une dimension définie et une certaine affinité 

pour des protéines de transport. Ainsi, les protéines responsables du chargement des ARNs – 

messagers et autres – dans les ApoExo pourraient aussi être impliquées dans l’export à partir de 

l’endosome jusqu’au cytosol. De plus, cette spécificité de sortie de l’endosome non seulement 

séquestrerait les protéines trop volumineuses à l’intérieur de l’endosome, mais empêcherait 

aussi la diffusion libre du cargo dans le cytosol, ce qui expliquerait la concentration de 

fluorescence de façon périnucléaire observée dans les images de microscopie confocale. 
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Figure 22. –  Schématisation des méthodes d’échappement endosomal. La formation de pore mène au 

relargage sélectif de cargo dans l’espace intracellulaire. Ce mode d’échappement est visualisable avec la 

détection de molécules de petites et grandes tailles dans le cytsosol et l’endosome, respectivement. Il s’agit aussi 

du mode d’échappement utilisé par le rhinovirus humain de type 2. La fusion vésiculaire fait appel à des peptides 

fusogéniques qui force la proximité des membranes vésiculaires et endosomales. La fusion relargue le contenu 

de la vésicule qui fusionne avec l’endosome. Ce type d’échappement endosomal est caractérisé par la dilution 

dans le cytoplasme du colorant incorporé dans les vésicules. La lyse membranaire relâchent l’entièreté du 

contenu dans le cytosol, incluant les molécules de grandes tailles. Les adénovirus B et C usilisent ce mode 

d’échappement. Autrement, des pompes à protons peuvent favoriser l’import d’eau dans l’endosome par 

osmolarité, jusqu’à la rupture de la membrane endosomale. Adapté de Mundra & Mahato, 2014. Licence 

obtenue via CCC-RightsLink. 

Une autre possibilité à investiguer est la distribution du cargo des ApoExo une fois échappé à la 

dégradation. Effectivement, les ARNm, nécessitants plusieurs étapes de maturation avant d’être 

prêts à la traduction en protéines, pourraient être redirigés dans plusieurs compartiments une 

fois dans le cytosol. Par exemple, les ARNm prêt à la transcription pourraient passer à la 

traduction par les ribosomes au réticulum endoplasmique. À cette fin, il faudrait cependant que 

les facteurs d’initiation à la traduction y soient recrutés avant de procéder au recrutement des 
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ribosomes. Sinon, les ARNm peuvent aussi être stockés dans des structures granulaires appelées 

corps P - P bodies en anglais - pour utilisation future (Luo, 2018; Chantarachot, 2018). De façon 

similaire, les autres types d’ARN répertoriés par Hardy et al, incluant les miARN et les ARN longs 

non-codant, sont libres d’interagir avec leurs cibles, jouant sur l’expression de protéines. Des 

études de fonctions de ces autres types d’ARN seront de mise afin d’identifier leurs rôles sur le 

phénotype cellulaire des cellules réceptrices. 

Bref, des études supplémentaires seront nécessaires afin de caractériser le trafic intracellulaire 

de ces ARN à la suite de l’internalisation d’ApoExo. Les résultats de ce mémoire montrent 

clairement le transfert des ARNm enrichis dans les ApoExo vers les cellules endothéliales, ce qui 

impacte leur patron d’expression protéique. De plus, puisque les ApoExo contiennent un cargo 

en ARNm distincts des autres vésicules extracellulaire, ils ont le potentiel de moduler de façon 

distinctive l’expression de protéines, et donc la fonction endothéliale. De plus, les ApoExo 

augmentent le nombre d’événements de macropinocytose à la surface des cellules endothéliales, 

suggérant leur capacité à établir une boucle de rétroactivation vis-à-vis leur internalisation, et 

donc le transfert de leur cargo. 

4.2 Les ApoExo exploitent une voie d’endocytose considérée 

complémentaire et favorisent leur propre internalisation 

D’une autre coté, les modes d’endocytose dits classiques sont les voies principales 

d’internalisation des vésicules extracellulaires. Plusieurs de ces voies sont empruntées par les 

exosomes, parmi lesquelles celles dépendantes de la clathrine ou des cavéolines sont des mieux 

définies (Ginini, 2022). Malgré la reconnaissance croissante de la contribution de la 

macropinocytose à l’internalisation de vésicules, cette voie est généralement considérée comme 

accessoire aux voies classiques (Javeed, 2015; Kanno, 2020 ; Costa Verdara, 2017; Tu, 2021). 

4.2.1 Exploration des limites expérimentales des inhibiteurs spécifiques 

d’endocytose 

De façon intéressante, l’activité de macropinocytose des cellules endothéliales est augmentée 

lors de l’inhibition de l’endocytose dépendante de la clathrine. Ceci explique l’augmentation 
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d’internalisation observée à la suite de l’inhibition de la formation des puits enrobés de clathrine 

par la monodansylcadavérine (Figure 15A). Sinon, malgré leur fonction, les inhibiteurs 

pharmacologiques sont reconnus pour agir sur plusieurs voies de signalisation. Par exemple, la 

monodansylcadavérine agit sur la voie de signalisation WNT (Rim, 2020) qui est importante chez 

les cellules endothéliales, particulièrement pour l’angiogenèse (Manukjan, 2020). Il est connu 

qu’une communication croisée (cross-talk) en faveur de la CME est établie à la suite de l’inhibition 

des caveolae. Or, on ne remarque pas d’augmentation de l’internalisation contrairement à 

l’inhibition de la CME discutée ci-haut. Ceci suggère que le mécanisme de compensation des voies 

de la clathrine par les caveolae (et vice-versa) n’est pas en cause pour les niveaux stables 

d’internalisation des ApoExo. 

4.2.1.1 La fusion vésiculaire n’est probablement pas impliquée dans le transfert du cargo 

des ApoExo aux cellules endothéliales 

Outre l’endocytose, les vésicules extracellulaires peuvent aussi fusionner avec les cellules 

réceptrices à l’aide de protéines SNAREs, tel que décrit dans l’introduction. Cependant, les 

données de séquençage protéique ne contiennent pas de protéines appartenant à cette famille 

de récepteurs vésiculaires. Malgré l’absence de détection de ces protéines, on ne peut pas 

l’éliminer des voies possibles de transfert de cargo. Cependant, la fusion vésiculaire spontanée 

est un événement extrêmement rare seulement possible sous certaines conditions. Par exemple, 

les signatures lipidiques des deux membranes se doivent d’être similaires en plus d’être libre 

d’interagir l’une avec l’autre. C’est donc dire qu’il y aurait une absence de récepteur et autres 

protéines à la surface cellulaire pouvant empêcher le contacte de la vésicule avec la cellule. 

De plus, une fusion implique une diffusion du cargo vésiculaire dans l’espace cellulaire. Or, ses 

essais d’internalisation par transfert de fluorescence démontrent une concentration 

périnucléaire du signal fluorescent. Ceci concorde avec la voie de transport rétrograde 

d’endosomes vers le réticulum endoplasmique et l’appareil de Golgi. Afin de le confirmer, des 

études de maturation et fragmentation des endosomes contenant les ApoExo sont à prévoir. 

Somme toute, il est improbable que les ApoExo puissent transférer leur contenu en fusionnant 

avec la cellule réceptrice par ces mécanismes de fusion.  
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4.2.2 Exploration du rôle de la phosphatidylsérine dans l’internalisation des 

ApoExo 

Les résultats démontrent que non seulement les modes d’endocytose classiques ne sont pas 

impliqués dans l’internalisation des ApoExo, mais aussi que la macropinocytose en remplit le rôle 

principal. Ainsi, ces études apportent un point de vue nouveau sur l’internalisation des ApoExo, 

supportant de même coup la notion que les ApoExo sont différents des autres types de vésicules. 

Cela étant dit, les ApoExo ainsi que les corps apoptotiques sont impliqués dans des voies 

d’internalisation dépendante de la PtdSer. Ces derniers sont éliminés par les phagocytes 

professionnels à l’aide de récepteurs non-opsoniques de la PtdSer, telle la superfamille de 

récepteurs TIM (Kobayashi, 2007; Albacker, 2010). La question se pose alors, à savoir si les ApoExo 

sont internalisés de façon similaire, ou si un mécanisme indépendant de récepteurs est en cause. 

D’une part, cette même famille de récepteurs est présente chez les cellules endothéliales.  

Cependant, l’inhibition de l’expression de ces récepteurs par extinction génique n’a pas réduit 

l’internalisation des ApoExo (données non affichées). Étant donné leur taille, il se pourrait que le 

signal de quelques ApoExo soit insuffisant pour recruter les éléments cellulaires nécessaires à la 

formation d’un phagosome chez un phagocyte non-professionnel comme les cellules 

endothéliales (Arandjelovic, 2015). Sinon, la liaison des ApoExo aux récepteurs de PtdSer pourrait 

induire la macropinocytose chez les cellules endothéliales, de manière similaire à l’induction de 

la phagocytose chez les phagocytes. 

D’autre part, le blocage de la PtdSer à la surface des ApoExo via l’AnxV est efficace pour réduire 

leur internalisation. Cependant ce blocage ne permet que de réduire de moitié le niveau 

d’internalisation tout au plus. Ceci peut être expliqué en deux temps. D’abord, l’hétérogénéité 

des ApoExo pourrait être en cause. En effet, ce n’est pas tous les ApoExo qui expriment la PtdSer. 

Il se peut donc que la proportion dénudée de PtdSer soit internalisée par macropinocytose, ou un 

autre mécanisme toujours inconnu. Nous pourrions le vérifier en triant les vésicules selon la 

méthode établie à la figure 13. Les mêmes essais d’inhibition pourraient être effectués en prenant 

la fraction positive pour l’AnxV, et donc pour la PtdSer. Ainsi, une inhibition plus importante des 

niveaux d’internalisation supporterait l’hypothèse ici posée. Ensuite, le modèle expérimental a 
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ses limites par l’ajout même de l’AnxV. Étant donnée la petite taille des ApoExo (<1µM), l’ajout 

de plusieurs molécules d’annexine V à chaque vésicule augmenterait leur taille de façon 

considérable. De ce fait, un nombre moins important d’ApoExo sont internalisés à chaque 

événement de macropinocytose. 

 

4.2.2.1 Exploration de l’action des ApoExo sur l’activité macropinocytique de différents 

types cellulaires  

Les cellules possédant des niveaux de base de macropinocytose seraient en mesure d’internaliser 

les ApoExo. Il serait donc intéressant de voir l’effet des ApoExo sur différents types cellulaires, 

plus particulièrement chez ceux potentiellement impliqués dans les effets observés in vivo.  

Par exemple, les autres cellules du système vasculaire, tels les fibroblastes, sont aussi capables 

de macropinocytose. De façon intéressante, les fibroblastes déposent moins de collagène dans 

l’interstitium du système cardiovasculaire (Marchesi, 2011) en absence de PCSK5. 

L’internalisation d’ApoExo par les fibroblastes pourrait alors mener à une surexpression de PCSK5, 

et donc d’un dépôt additionnel de collagène, menant à l’installation de fibrose interstitielle.  

Autrement, certaines cellules immunitaires, comme les macrophages, performent deux types 

distincts de macropinocytose (voir section 1.3.3.4.1), chacun porté vers une fonction précise. La 

macropinocytose apicale servant de senseur migratoire, les ApoExo pourraient aider au 

recrutement les macrophages au site d’injure. D’ailleurs, une des fonctions des termes GO relevés 

à la Figure 7C est le taxisme positif des monocytes, précurseurs des macrophages. Sinon, la 

macropinocytose dorsale, orientée vers la signalisation cellulaire, pourrait aider à la production 

de cytokines pro- ou antinflammatoires, ou même à la préparation et la présentation de 

l’antigène LG3 contenu dans les ApoExo 

 Néanmoins, l’incapacité d’inhiber complètement cette internalisation en bloquant la 

macropinocytose justifie de futures études afin d’identifier des voies alternatives au transfert de 

cargo. 
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4.2.2.2 Exploration des mécanismes d’action des ApoExo sur l’activité macropinocytique 

chez les cellules endothéliales 

 

Même si l’induction de la macropinocytose par les ApoExo est indéniable, il n’en demeure pas 

moins que le mode d’action de leurs composantes n’est pas encore défini. Des études sur les voies 

de signalisation menant au recrutement et à l’activation des protéines responsables de la 

formation des structures ressemblant à des lamellipodes seraient nécessaires. Dans le but de 

mitiger leurs impacts néfastes sur l’organisme, il sera intéressant de savoir à quelles étapes de la 

formation de lamellipodes les ApoExo interviennent. Par exemple, les données de protéomique 

(Dieudé, 2015) montrent que les ApoExo expriment des niveaux élevés de SDF-1 et de EGF, tous 

deux reconnus pour augmenter l’activité de macropinocytose chez les cellules endothéliales 

(Tanaka, 2012; Recouvreux, 2017). Cependant, une telle régulation de la macropinocytose par les 

facteurs SDF-1 et EGF serait possible seulement via des récepteurs intracellulaires favorisant la 

présence des éléments essentiels de la macropinocytose à la membrane plasmique. 

Sinon, l’implication d’un récepteur de la PtdSer dans l’induction de la macropinocytose est à 

considérer.  Même si l’extinction génique de certains récepteurs sensibles à la PtdSer n’a pas 

diminué les niveaux d’internalisation des ApoExo (section 4.2.2), il se peut que ces mêmes 

récepteurs soient plutôt reliés à la macropinocytose. Afin de vérifier cette hypothèse, 

l’expérience rapportée à la figure 17D  pourrait être répliquée. Si les niveaux d’induction de la 

macropinocytose chez les cellules endothéliales ayant subit l’extinction génique sont moindres, 

leur implication dans l’entrée des ApoExo sera démontrée. 

Parallèlement, des molécules mimant la PtdSer pourraient servir à explorer les voies 

métaboliques sollicitées par la PtdSer des ApoExo. Par exemple, les récepteurs de PtdSer explorés 

font partie de la famille des RTK, qui peuvent activer les effecteurs de la macropinocytose (Figure 

23). Un autre exemple, mentionné au chapître d’introduction (section 1.3.3.4.1), est l’activation 

de la PLC γ, un effecteur important dans la cascade de signalisation du PIP3. En bref, des essais de 

l’état d’activation de ces effecteurs pourraient pointer vers le type de récepteur de PtdSer 

potentiellement sollicité par les ApoExo. 
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Autrement, le gabarit spécifique en ARNm contenus dans les ApoExo pourrait être en cause. En 

effet, les termes GO relevés à la section résultats (Figure 7C) font référence à certains mécanismes 

impliqués dans la macropinocytose. Plus particulièrement, les termes « Dépolarisation de la 

membrane » et « Polymérisation de l’actine » sont intéressants. En effet, l’équilibre 

électrostatique de l’environnement sous-membranaire permettrait le remodelage du 

cytosquelette d’actine en faveur de la macropinocytose. Ce phénomène est d’ailleurs l’action 

contraire de l’inhibiteur de macropinocytose EIPA.  

Toujours selon les termes GO, les ApoExo ne semblent pas jouer sur le recrutement de la PI3K à 

la membrane plasmique via la formation de microdomaines membranaires essentiels à la 

formation du macropinosome, tel que mentionné à l’introduction. L’action des ApoExo serait 

donc confinée au cytosol, et donc sur l’action des GTPases comme Ras et Rac (Figure 23). Afin 

d’explorer ces voies d’activation de la macropinocytose potentiellement modulées par les 

ApoExos, une référence croisée sur les autres types d’ARN répertoriés dans Hardy et al, 

particulièrement les miARN et ARNlnc, contenus dans les ApoExo serait de mise. Finalement, 

l’inhibition pharmacologique ou par extinction génique de ces voies (Figure 12) permettrait 

d’explorer les modes d’action des ApoExo sur la macropinocytose. 

En revanche, l’activité macropinocytique de cellules endothéliales est liée à leur survie et 

prolifération (Kim, 2017). Tel qu’observé, les cellules endothéliales augmentent leur activité de 

macropinocytose en milieu carencé dans le but de capter des nutriments additionnels de leur 

environnement. Or, les ApoExo contribuent à cette augmentation, et aident potentiellement les 

cellules endothéliales à survivre dans un milieu pauvre en nutriments, par exemple lors d’un 

épisode ischémique. Cela concorde avec les observations de résistance à l’apoptose induite par 

les ApoExo publiées par l’équipe de Dre. Hébert (Migneault, 2020). En contrepartie, si cette 

augmentation d’activité de macropinocytose est soutenue ou devient trop importante, les 

ApoExo pourraient provoquer la mort cellulaire par methuose (Overmeyer, 2008). De plus, 

Maltese & Overmeyer proposent que l’activation soutenue de la protéine G Ras, une protéine 

dont l’activité est potentiellement modulée par les ApoExo, puisse mener à la mort cellulaire par 

methuose. Par conséquent, il se peut qu’une insulte vasculaire prolongée, comme une ischémie 

critique chronique des membres, puisse causer la mort de l’endothélium de façon accélérée 

http://dx.doi.org/10.1016/j.ajpath.2014.02.028
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pendant un épisode ischémique. Des études complémentaires pourront explorer les mécanismes 

d’arrêt de la boucle de rétroactivation de la macropinocytose dans le but de prévenir de telles 

conséquences. 

 

 

Figure 23. –  Schématisation des mécanismes de formation de macropinosome. La formation des 

structures en lamellipodes sont dépendantes de voies de signalisation intracellulaires et extracellulaires 

complexes. L’activation de récepteurs par des facteurs de croissance active la petite protéine G Ras, qui à son 

tour active la PI3K. Cette kinase active directement la formation de macropinosomes, en plus de la protéine G 

Rac1. Cette protéine peut aussi être activée via l’activité de l’AMPK. Rac1 participe aussi à la formation du 

macropinosome de manière directe et indirecte. L’augmentation de l’activité macropinocytique favorise 

l’internalisation du milieu extracellulaire, incluant les ApoExo. Image adaptée de Zhang & Commisso. Licence 

obtenue via CCC-RightsLink. 

 

4.2.3 Les ApoExo ont un potentiel de modulation de pathogenèse chez 

l’humain 

De son côté, la macropinocytose est bien connue comme un processus constitutif servant à la 

capture non spécifique d’éléments extracellulaires, tels des nutriments. Cependant, de nouvelles 
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fonctions liées à la macropinocytose émergent du lot, par exemple la présentation d’antigène 

aussi bien chez les cellules dentritiques et les macrophages (Canton, 2022) que chez les cellules 

endothéliales, moins bien reconnues (Wheway, 2013). 

De façon traditionnelle, la présentation d’antigène dépend grandement de la capacité de ces 

cellules professionnelles à apprêter l’antigène et de former des complexes majeurs 

d’histocompatibilité. De récentes études suggèrent que les exosomes participent aussi à la 

présentation d’antigènes (Tung, 2018; Lindenbergh, 2018) en transférant des peptides aux 

cellules réceptrices. Les résultats présentés plus haut, démontrant le rôle primordial de la 

macropinocytose dans l’internalisation d’ApoExo, suggèrent une contribution de la 

macropinocytose à l’immunogénécité des ApoExo. Effectivement, les ApoExo contiennent des 

autoantigènes incluant le LG3, un fragment du perlecan, et favorise la production d’autoanticorps 

anti-LG3 qui sont associés au rejet de greffes ainsi qu’à la dysfonction rénale chez la souris et 

l’humain (Dieudé, 2015 ; Dieudé, 2020, Beillevaire, 2022; Yang, 2016; Cardinal, 2013; Xu, 2021). 

De plus, les ApoExo stimulent la macropinocytose ce qui a pour effet d’augmenter leur propre 

niveau d’internalisation chez les cellules réceptrices. Ce phénomène est aussi présent chez 

certains pathogènes, comme les virus, par l’activation de voies de signalisation menant à la 

formation de vagues à la membrane plasmique (Pan, 2021; Pan, 2022). Étant donné la proximité 

de l’endothélium à la circulation sanguine, un dommage vasculaire menant à la production 

d’ApoExo aurait le potentiel de favoriser les événements de macropinocytose à l’endothélium. Ce 

phénomène pourrait soulever l’hypothèse que les ApoExo ont le potentiel de favoriser 

l’internalisation de certains pathogènes. 

  

4.2.4 Effets potentiels des ApoExo sur différents systèmes cellulaires 

Ces multiples fonctions biologiques suggèrent que les ApoExo agissent à plusieurs niveaux non 

seulement dans le processus de macropinocytose, mais aussi sur d’autres systèmes. En effet, les 

ApoExo sont produits à la suite d'un dommage vasculaire, et entrent essentiellement dans la 

circulation sanguine. Or, ils sont donc distribués dans tout le corps via le système cardiovasculaire. 

Les termes GO pourraient encore une fois servir de pistes dans l’exploration des effets potentiels 
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des ApoExo sur les différents types cellulaires. Par exemple, les ARNms appartenant au terme « 

Dépolarisation de la membrane » pourraient moduler les taux d’échange transmembranaire 

d’ions chlorure, processus important dans la réabsorption au niveau de l’épithélium tubulaire 

rénal. 

Un autre terme GO important est le ciblage vésiculaire (vesicle targeting) à l’appareil de Golgi. En 

effet, l’appareil de Golgi est un véritable centre de fusion et fission vésiculaire ainsi qu’un point 

de relais central du système endomembranaire (Bonifacino & Rojas, 2006). La présence d’ARNm 

dont le produit change la dynamique du transport rétrograde est un indice important dans le 

processus changement de phénotype observé par Migneault et al. Par exemple la traduction de 

ces ARNm pourrait aider les prochains ApoExo à être plus facilement dirigés vers le Golgi, 

permettant une distribution plus efficace du cargo protéique et d’acide nucléique avant la fusion 

avec le lysosome. Ainsi, les protéines libérées dans le Golgi peuvent alors être modifiées au besoin 

et redistribuées de façon similaire au recyclage de protéines membranaires.  

Par conséquent, la modulation du trafic endomembranaire potentiellement induite par les 

ApoExo devient un bon candidat à étudier sur la dysfonction endothéliale. Par exemple, des 

études démontrent que les changements phénotypiques en cancer sont en partie causés par la 

modulation de la dynamique du système endomembranaire (Baschieri & Fahran, 2015; Mironov, 

2016). Or, selon Migneault et al, le facteur von Willebrand (von Willebrand Factor, ou vWF) et le 

regroupement de différenciation 31 (Cluster of Differentiation 31, ou CD31) sont des marqueurs 

endothéliaux modifiés par le traitement aux ApoExo. De futures expériences sur ce changement 

de dynamique du système endomembranaire, et du suivi des ApoExo tout au long du transport, 

pourrait nous aider à mieux comprendre comment les changements phénotypiques des ECs se 

produisent.  



 

103 

Figure 24. –  Route de transport du système endomembranaire à l’appareil de Golgi. Après l’endocytose, 

l’endosome subit des étapes de maturation en route vers le lysosome (flèches vertes). En chemin, l’endosome 

se fragmente,et ces fragments rejoignent le système endomembranaire au niveau de l’appareil de Golgi. Le 

contenu endosomal peut alors suivre la route antérograde et se rendre au réticulum endoplasmique (flèches 

bleues), emprunter la voie de sécrétion via des vésicules de transport (flèches rouges). Du coup, des vésicules 

originaires de l’appareil de Golgi peuvent rejoindre l’endosome mature afin d’être redirigées vers les lysosomes 

pour dégradation. Image tirée de Xu & Esko. Licence obtenue via CCC-RightsLink. 

 

4.3 Exploration des impacts de la surexpression de la protéine PCSK5 

induite par les ApoExo 

La protéine PCSK5, une sérine protéase de la famille des proprotéines convertases, active des 

précurseurs protéiques de façon post-traductionnelle. Le rôle de PCSK5 exprimé à la suite de 

l’incorporation des ApoExo par les cellules endothéliales reste encore à déterminer.  

Quoique les rôles et cibles de la protéine PCSK5 soient connus depuis quelques décennies, de 

nouvelles études sont toujours de mises dans l’exploration de ses impacts. Classiquement, cette 
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protéine peut activer des métalloprotéases de la matrice extracellulaire, et donc participer au 

remaniement de cette matrice et au dépôt de collagène (Ito, 2021; Hoac, 2018; Marchesi, 2011) 

dans les tissus. De plus, PCSK5 est capable de cliver plusieurs intégrines essentielles à l’ancrage 

des cellules dans la matrice extracellulaire. 

Afin de vérifier son potentiel sur l’endothélium, d’autres études seront à prévoir, d’abord à savoir 

si cette enzyme est sécrétée, mais aussi active. En effet, il existe plusieurs isoformes de cette 

protéine grâce à un épissage alternatif. De ces isoformes, deux classes se dégagent, soit l’isoforme 

membranaire et l’isoforme sécrétable (Xu & Esko, 2009). Des essais enzymographiques pourraient 

démontrer l’activité de la protéine induite chez les cellules réceptrices des ApoExo. De plus, cela 

nous permettrait de voir si une protéine PCSK5 active se retrouve au niveau de la membrane 

cellulaire ou si elle est excrétée dans le milieu extracellulaire, identifiant du même coup l’isoforme 

et le lieu d’action de cette enzyme. 

Ainsi, la surexpression de cette protéine, couplée à ses cibles affectant l’attachement cellulaire à 

la matrice, pourrait contribuer à l’établissement du phénotype migratoire auparavant observés 

chez les CE suivant leur exposition aux ApoExo (Migneault, 2020), ainsi qu’au remodelage 

vasculaire dans un modèle murin de rejet d’allogreffe (Dieudé, 2015; Dieudé, 2020). 

 

4.3.1 Potentiel modulateur des ApoExo par l’action de la protéine PCSK5   

Un des facteurs clés dans la maladie rénale chronique est la raréfaction microvasculaire (Yang, 

2018; Doreille, 2019; Lan 2021). L’apoptose des cellules endothéliales, soit au moment du 

dommage vasculaire aigu ou pendant un dommage soutenu, enclenche la libération d’ApoExo à 

la suite de l’activation de la caspase-3 (Dieudé, 2015; Beillevaire, 2022). La contribution des 

ApoExo et de PCSK5 à la transition du dommage rénal aigu à maladie rénale chronique reste 

encore à évaluer. 

Par exemple, au niveau rénal, des études in silico du protéome urinaire chez des patients atteints 

de maladie rénale chronique associent la protéine PCSK5 – et de façon intéressante des 

métalloprotéases de la matrice (MMP) - à la présence de peptides urinaires (Petra, 2022). Parmi 
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ces peptides, on dénote l’uromoduline et la microglobuline. D’un point de vue clinique, 

l’uromoduline est impliquée dans l’inhibition de formation de cristaux de calcium dans le rein 

(Devuyst, 2017). La microglobuline, quant à elle, fait partie du complexe majeur 

d’histocompatibilité I (CMH I) impliqué dans la présentation d’antigène intracellulaire (Bjorkman, 

1987). Cependant, la microglobuline est détectable dans le sang à la suite d'un dommage 

cellulaire sévère, et favorise ainsi la formation d’autoanticorps (Gottenberg, 2005), reliés à des 

maladies autoimmunes du tissus conjonctif (Du, 2022). 

Étant donné les nombreux impacts pathologiques de la protéine PCSK5, il sera intéressant 

d’étudier l’augmentation du niveau de son expression au niveau de l’endothélium modulé par les 

ApoExo. Par exemple, PCSK5 est reliée au dépôt de différents types de collagène (I, II et III), 

phénomène important dans l’installation de la fibrose microvasculaire, phénomène exarcerbé par 

l’apoptose endothéliale (Yang, 2018). Parallèlement, les souris soumises à un dommage 

d’ischémie-reperfusion développent de la fibrose interstitielle rénale (Yang, 2018 ; Lan 2021) avec 

déposition de collagène et fibrinogène. La protéine PCSK5 est donc un joueur potentiel à évaluer 

dans d’installation de la fibrose suivant un dommage vasculaire.  

De plus, le groupe de Suur et al propose une association entre les membres de la famille des PCSK 

et des pathologies du système cardiovasculaire (Suur, 2022). Plus particulièrement, la protéine 

PCSK5 semble être sous-exprimée en contexte d’arthérosclérose de la carotide et d’anévrisme de 

l’aorte abdominale. Ce groupe identifie aussi PCSK5 comme nouvelle cible thérapeutique 

potentielle dans la prévention de maladies cardivasculaires. Sachant que les ApoExo induisent la 

surexpression de la protéine PCSK5, on pourrait formuler l’hypothèse selon laquelle les ApoExo 

agiraient comme agents protecteurs contre ces maladies cardiovasculaires. Des études 

complémentaires sur l’impact des ApoExo sur le système vasculaire dans les modèles mentionnés 

ci-haut seraient alors d'intérêt particulier. 

Parallèlement, il est aussi important de considérer les impacts de l’expression de cette protéine 

chez les autres types cellulaires, et ce dans plusieurs organes. Comme précédemment mentionné, 

les ApoExo peuvent se retrouver en circulation par leur proximité du système cardiovasculaire, 

leur conférant un potentiel d’interaction dans tout l’organisme. Afin de mieux cibler les efforts et 

https://doi.org/10.1016/j.clinbiochem.2021.11.009
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d’identifier les organes les plus susceptibles d’interagir avec les ApoExo, des études de 

distribution d’ApoExo dans différents organes sont de mise. Par exemple, la métaplasie de 

l’épithélium respiratoire (Lee, 2014), le métabolisme des lipoprotéines à haute densité par 

l’endothélium vasculaire  (Choi, 2013) et le remaniement osseux via l’ostéopontine (Hoac, 2018) 

sont tous des mécanismes impliquant la protéine PCSK5. Les ApoExo ont donc le potentiel d’agir 

sur ces processus.  
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Chapitre 5 – Conclusion et perspectives 

Ensembles, les résultats répertoriés dans le présent ouvrage suggèrent que les ApoExo font partie 

intégrante d’une nouvelle voie des cellules mourantes pour transférer un cargo d’ARNm actif et 

spécifique aux cellules avoisinantes. L’internalisation des ApoExo est intrinsèquement liée à la 

macropinocytose dépendante de la phosphatidylsérine chez les cellules réceptrices, un 

phénomène amplifié par cette même internalisation.  

En particulier, nous avons démontré que l’ARNm codant pour PCSK5, soit le plus abondant dans 

les ApoExo, est transféré aux cellules réceptrices, menant à une expression protéique accrue de 

la proprotéine convertase PCSK5. Collectivement, ces résultats identifient les ApoExo comme 

nouveaux régulateurs de la fonction endothéliale via la modulation des patrons d’expression 

d’ARNm et de protéines aux sites de dommage vasculaire. 

Il est à noter que l’inhibition de la macropinocytose, et donc de l’internalisation des ApoExo, 

prévient la modulation du protéome et du transcriptome des cellules endothéliales. L’exploitation 

d’inhibiteur de macropinocytose en contexte clinique offrirait ainsi une méthode efficace de 

prévenir les effets néfastes des ApoExo sur l’organisme, telle la fibrose rénale et la raréfaction 

microvasculaire. 

De plus, ces travaux identifient l’enzyme PCSK5, dont les niveaux d’expression sont modulés par 

les ApoExo, comme un candidat dans l’installation de la fibrose rénale et du remodelage 

vasculaire. Ce faisant, la protéine PCSK5 devient une cible thérapeutique potentielle à explorer 

dans la prévention de pathologies rénales et cardiovasculaires. 

D’un autre côté, l’étude de l’internalisation et des effets des ApoExo a été concentrée autour des 

cellules endothéliales vasculaires. Or, la protéine PCSK5 se retrouve naturellement dans plusieurs 

organes. Cela, couplé à la présence d’ApoExo en circulation via le système cardiovasculaire, étend 

la portée des travaux présentés ici à plusieurs organes et pathologies. Il sera donc intéressant 

d’explorer l’effet des ApoExo et de la protéine PCSK5 dans d’autres organes et types cellulaires. 
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Annexes  

Annexe 1 

 

Figure S1 - Les vésicules apoptotiques apparentées aux exosomes sont différentes des 

exosomes classiques et des corps apoptotiques. (A) La stratégie des guérites pour l’analyse de cytométrie 

de flux à petites particules pour l’analyse de la présence de phosphatidylsérine et protéasome sur les vésicules 

colorées au CellTrace dans un milieu modulé par les cellules endothéliales. (B) Immunobuvardage de type Western 

montrant les tétraspanines CD63 et CD82 chez les exosomes classiques (ExoN), les corps apoptotiques (ApoBodies) 

et le ApoExo. Les poids moléculaires sont exprimés en kDa. Des immunobuvardages représentatifs sont montrés. 

Chaque condition contient au moins 3 réplicats (n ≥ 3) 
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Annexe 2 

 

Figure S2 - L’internalisation des vésicules apoptotiques apparentés aux exosomes est médiée 

par la macropinocytose dépendante de la phosphatidylsérine. Quantification par cytométrie de flux de 

l’internalisation des ApoExo prétraité avec le véhicule (Ctrl) ou l’annexine V à une concentration de 10 µg/mL par les 

cellules endothéliales carencées en serum prétraitées pendant 30 m avec le véhicule (Ctrl) ou l’EIPA à 50µM suivi 

d’un traitement d’une heure. Au moins trois réplicats (n ≥ 3) ont été effectués pour chaque condition. Les expériences 

de cytométrie de flux sont exprimées en tant qu’intensité de fluorescence médiane (MFI) (30,000 

événements/échantillon) ± SEM. Les valeurs P ont été obtenues par test ANOVA unidirectionnel avec test de 

Bonferroni post hoc. (* P < 0.05, ** P < 0.01, and *** P < 0.001). 
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Annexe 3 

 

 

Figure S3 - Les ApoExo experiment un profile spécifique d’ARNm. (A) Analyse de composantes 

principales (PCA) à partir de ARNm codants dans les vésicules extracellulaire et les cellules. (B) Analyse Gene Ontology 

des composantes cellulaires et fonctions moléculaires des des ARNm enrichis chez les ApoExo.  
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Annexe 4 

 

 

Figure S4 - Les ApoExo transfèrent l’ARNm codant fonctionnel pour PCSK5 aux cellules 

endothéliales et augmentent les niveaux d’expression protéique. (A) Les cellules endothéliales ont été 

transfectées avec le siARN contrôle (Ctrl) ou contre PCSK5 à 90 nM. Quarante-huit heures post-transfection, les 

cellules ont été carencées en serum pendant 4 heures pour produire les ApoExo déplétés en PCSK5. L’expression de 

l’ARNm de PCSK5 a été mesurée par RT-PCR quantitative et présentée en tant qu’expression relative 

comparativement aux cellules transfectée avec le siARN contrôle (siCtrl) ± SEM après normalisation avec HPRT1. Au 

moins 3 réplicats ont été effectués pour chaque condition (n ≥ 3). (B) L’expression protéique endogène de PCSK5 

n’est pas module par l’inhibiteur EIPA. Les cellules endothéliales ont été exposées au véhicule (DMSO) ou à l’EIPA 30 

µM (EIPA) pendant 24 h. L’expression de PCSK5 a été quantifiée par densitométrie et a été exprimée en tant qu’unité 

arbitraire ± SEM; n ≥ 3. (C) La protéine PCSK5 n’est pas exprimée dans les ApoExo. Des immunobuvardages de type 

Western montrant PCSK5 and et le protéasome 20S dans les ApoExo et des extraits cellulaires. Les poids moléculaires 

sont exprimés en kDa. Des immunobuvardages représentatifs sont montrés. Au moins trois réplicats ont été effectués 

(n ≥ 3) pour chaque condition. Les valeurs P ont été obtenue par test de Student non-jumelé (* P < 0.05, ** P < 0.01, 

and *** P < 0.001). 
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Annexe 5  

Tableau 1. –  Liste des 25 premiers transcrits codants enrichis dans les ApoExo, les corps apoptotiques 

et cellules endothéliales en conditions normales et carencées en sérum 

transcript ID Gene ID 
Transcript 
name 

Gene 
Name 

N-
HUVEC_1 

N-
HUVEC_2 

SS-
HUVEC_1 

SS-
HUVEC_2 

ApoBodie
s_1 

ApoBodie
s_2 

ApoExo_
1 

ApoExo_
2 

ENST0000037
6767.7 

ENSG00000099
139.13 PCSK5-003 PCSK5 1 0 1 1 558 2594 47050 24632 

ENST0000056
6753.5 

ENSG00000104
164.10 

BLOC1S6-
002 

BLOC1S
6 4 4 5 6 16 73 1139 1518 

ENST0000036
1681.2 

ENSG00000198
695.2 

MT-ND6-
201 MT-ND6 59 61 78 74 197 565 1025 1225 

ENST0000036
1851.1 

ENSG00000228
253.1 

MT-ATP8-
201 

MT-
ATP8 643 769 1094 882 1647 3523 865 964 

ENST0000060
4604.1 

ENSG00000133
131.14 

MORC4-
004 MORC4 1 2 2 2 11 48 819 924 

ENST0000023
7837.1 

ENSG00000118
972.1 FGF23-001 FGF23 3 4 4 3 16 59 612 784 

ENST0000058
6722.5 

ENSG00000166
377.19 ATP9B-006 ATP9B 1 2 2 2 9 36 578 686 

ENST0000058
6501.1 

ENSG00000150
477.14 

KIAA1328-
007 

KIAA132
8 2 2 3 2 9 38 562 658 

ENST0000036
1899.2 

ENSG00000198
899.2 

MT-ATP6-
201 

MT-
ATP6 438 471 612 522 1082 2341 592 589 

ENST0000063
8183.1 

ENSG00000197
563.10 PIGN-035 PIGN 2 2 2 2 8 37 489 539 

ENST0000036
1381.2 

ENSG00000198
886.2 

MT-ND4-
201 MT-ND4 339 384 458 410 909 2135 477 532 

ENST0000036
1335.1 

ENSG00000212
907.2 

MT-ND4L-
201 

MT-
ND4L 433 478 557 493 898 2107 359 507 

ENST0000036
1739.1 

ENSG00000198
712.1 

MT-CO2-
201 MT-CO2 441 487 663 576 1188 2250 442 442 

ENST0000036
2079.2 

ENSG00000198
938.2 

MT-CO3-
201 MT-CO3 440 510 688 594 1323 2499 426 421 

ENST0000036
1624.2 

ENSG00000198
804.2 

MT-CO1-
201 MT-CO1 405 457 609 539 1391 2188 364 410 

ENST0000036
1789.2 

ENSG00000198
727.2 

MT-CYB-
201 MT-CYB 246 275 357 316 615 1514 335 377 

ENST0000036
1453.3 

ENSG00000198
763.3 

MT-ND2-
201 MT-ND2 188 213 335 293 447 1053 345 350 

ENST0000036
1227.2 

ENSG00000198
840.2 

MT-ND3-
201 MT-ND3 216 235 331 289 561 1255 313 337 

ENST0000036
1567.2 

ENSG00000198
786.2 

MT-ND5-
201 MT-ND5 190 215 292 245 382 969 284 336 

ENST0000036
1390.2 

ENSG00000198
888.2 

MT-ND1-
201 MT-ND1 231 259 455 394 592 1138 301 325 

ENST0000048
1617.6 

ENSG00000133
138.19 

TBC1D8B-
003 

TBC1D8
B 1 1 1 1 4 16 245 320 

ENST0000035
8637.4 

ENSG00000148
219.16 ASTN2-004 ASTN2 0 1 0 1 5 20 311 306 

ENST0000045
0670.5 

ENSG00000132
274.15 

TRIM22-
008 TRIM22 0 1 1 1 4 13 230 288 

ENST0000030
9733.5 

ENSG00000174
749.5 

C4orf32-
001 C4orf32 1 2 2 2 5 22 318 284 
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