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Résumé

La résistance aux anticancéreux est un probléme majeur de la chimiothérapie, cela est
da a la réduction de I’efficacité des agents chimio-thérapeutiques résultant d’une rechute ou
d’une progression tumorale. Elle peut étre de nature intrinséque ou acquise controlée par divers
facteurs, ce qui a donné naissance a divers mécanismes de résistance.

La multi-résistance aux médicaments est I’'un des mécanismes de résistance basé sur
I’efflux de médicaments a 1’aide de récepteurs appelés ABC « ATP-Binding Cassette »
transporteurs a cassettes liant I'ATP. Il s’agit principalement de la P-glycoprotéine (P-gp), la
protéine de résistance du cancer du sein (BCRP), les protéines de résistance a multiples
médicaments MRP1 et MRP2. Ces derniers ont approximativement la méme structure, chacun
de ces récepteurs est exprimé avec des taux distincts dans des tissus différents, spécifiques aux
substrats transportés. Cependant, au niveau des cellules tumorales ces protéines sont
surexprimées. Plusieurs tentatives de limitation de ces protéines ont ét¢ menées par le biais de
I’étude de I’effet de nombreux inhibiteurs dont plusieurs s’aveérent malheureusement toxiques.
En revanche, I'utilisation des exosomes est une approche prometteuse de thérapies anti-
cancéreuse. Par ailleurs, les exosomes sont aussi impliqués dans la résistance aux anticancéreux
médiée par divers mécanismes.

Les travaux scientifiques montrent que les exosomes paraient aider a la répression de la
résistance par leur utilisation comme un moyen fonctionnel d'administration de médicaments,
parce qu'ils sont non toxiques, non immunogenes et peuvent cibler des cellules et des tissus

spécifiques.

Mots Clés : Cancer/Anticancéreux/Résistance/Multi-résistance/ Exosomes



Abstract

Anticancer drug resistance is a major problem in chemotherapy, due to reduction in the
chemotherapeutics efficiency, resulting in relapse or tumor progression. Some tumours are
intrinsically resistant to certain drugs, whereas others can acquire resistance after treatment and
can also be controlled by various factors. This has given rise to various resistance mechanisms.

The multidrug resistance (MDR) mechanism is based on the drug efflux through
receptors called ATP-Binding Cassette (ABC) transporters. These are mainly P-glycoprotein
(P-gp), breast cancer resistance protein (BCRP), multidrug resistance proteins MRP1 and
MRP2. These have approximately the same structure, each receptor being expressed at distinct
levels in different tissues, and are specific to the substrates transported. However, in tumor cells
these proteins are overexpressed. In this regard, several attempts have been made to limit these
proteins activity by using inhibitors many of which unfortunately, are toxic.

Exosomes are also involved in anti-cancer drug resistance by being mediated through
various mechanisms. Recent studies have shown that exosomes seem to help in resistance
suppression through their use as a functional drug delivering system, because they are non-
toxic, non-immunogenic and can target specific cells and tissues hence, the use of exosomes is

a promising approach for cancer therapy.

Keywords: Cancer/Anticancer drugs/Resistance/Multi drug resistance/Exosomes
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Introduction générale

Introduction générale

Le cancer est I'un des préoccupations majeure de la santé public, classé la seconde cause
de la mort & I’échelle internationale (PEREZ-HERRERO et FERNANDEZ-MEDARDE, 2015).
Il est a ’origine de la prolifération incontrdlée des cellules anormales et 1'altération de I’ADN
génomique, lesquels sont les caractéristiques des cellules cancéreuses (MACCONAILL et
GARRAWAY, 2010). Sa progression repose sur la détérioration des processus biologiques des
cellules saines conduisant a 1’invasion des autres tissus adjacents et des métastases dans les
tissus distants (GOLDENBERG, 1999).

Cette maladie peut étre soignée par diverses thérapies tel que la chirurgie, la
chimiothérapie, les thérapies ciblées, la radiothérapie, etc. Néanmoins la chimiothérapie est le
traitement le plus utilisé, un traitement systémique capable d’éradiquer les cellules cancéreuses
méme celles résultantes des métastases. Cependant, les agents chimiothérapeutiques utilisés
devient moins efficaces a cause de développement d’une résistance chez les cellules
cancéreuses.

la résistance aux médicaments est un phénomene bien connu. Elle est définie comme la
réduction de l'efficacité et de la puissance des médicaments a produire des mérites
thérapeutiques, ce qui constitue un obstacle majeur dans le traitement des maladies comme le
cancer (NIKOLAOU et al., 2018).

Certainement la résistance aux anticancéreux est la principale cause de la progression du
cancer conduisant a la mort du patient. Alors de toute évidence, si la résistance aux
médicaments pouvait étre surmontée, 'impact sur la survie serait trés important (LONGLEY et
JOHNSTON, 2005). Donc, il est nécessaire d’effectuer des études sur les mécanismes de
résistance et d’investiguer les insensibilités des cellules malignes a la chimiothérapie.

Cette revue bibliographique regroupe les mécanismes de résistance des cellules tumorales
aux agents anticancéreux organisés en trois parties :

e Les généralités sur les différent mécanismes de résistance ;
e La multi-résistance aux médicaments (MDR) ;

e [es exosomes.
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1 La chimiothérapie

La chimiothérapie est I'un des principaux modes de traitement du cancer (LIU, 2009).
Utilisée pour la premiere fois pour traiter le lymphome avancé a la fin des années 1940, apres
la découverte du gaz moutarde qui provoquait la leucopénie (OSIECKI, 2002 ;
MACCORMICK, 2006). Peu de temps apres la seconde guerre mondiale, il a été décelé que
l'acide folique stimulant la prolifération des cellules de leucémie lymphoblastique aigué et qu’il
existant des analogues antagonistes de cet acide. Le premier antagoniste utilisé est
'aminoptérine puis 1'améthoptérine connue sous le nom de méthotrexate. Ils induisaient la
rémission chez les enfants atteints de leucémie lymphoblastique aigué (BERTINO, 2009).

1.1 Agents anticancéreux

Le traitement du cancer est ciblé sur son potentiel de prolifération et sa capacité a
métastaser, par conséquent la majorité des agents chimiothérapeutiques tirent parti du fait que
les cellules cancéreuses se divisent rapidement (SAGAR et al., 2007). Les médicaments
anticancereux peuvent étre divisés en plusieurs catégories selon différents critéres tels que
leur mode d'action, structure chimique et leur corrélation avec un autre médicament.

Les catégories les plus importantes comprennent (LAMSON et BRIGNALL, 1999 ; WU,
2006) :

- les agents alkylants ; (cyclophosphamide, ifosfamide, melphalan, busulfan) ;

- les antimétabolites (p. ex., 5-fluorouracile, capécitabine, méthotrexate, gemcitabine) ;

- les antibiotiques antitumoraux (topotécan, irinotécan, étoposide, téniposide) ;

- les inhibiteurs mitotiques (paclitaxel, docétaxel, vinblastine, vincristine).

1.2 Mode d’action des agents chimiothérapeutiques

Par définition, le traitement de la chimiothérapie doit interférer avec le programme
biochimique impliqué dans la réplication et la mort cellulaire sélective (OSIECKI, 2002). De
nombreux agents chimiothérapeutiques exploités tuent les cellules cancéreuses par oxydation
via la production d'especes réactives de I'oxygene et I'induction de 1'apoptose ou de la nécrose
des cellules tumorales (OSIECKI, 2002 ; HOWES, 2009 ; MA et al., 2009). D'autres agissent
sur divers composants du métabolisme cellulaire influencant les activités de différentes

enzymes nécessaires a la division cellulaire.
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» Agents alkylants
L’effet chimiothérapeutique et cytotoxique est obtenu par l'alkylation d'azote en position
7 de la guanine dans I'ADN et la formation des liaisons covalentes avec les groupes amine,
carboxyle, sulthydryle et phosphate des molécules ; ce qui altére le fonctionnement de la cellule
(MALHOTRA et al, 2003) ;
» Antimétabolites
Ils interférent avec la biosynthése des acides nucléiques en remplagant les nucléotides
normaux d'ADN/ARN. Par conséquent, ils endommagent les cellules en prolifération pendant
la phase de la synthése et de la mitose (CHAULIN et al., 2020) ;
» Antibiotiques antitumoraux
Ils agissent en se liant a I'ADN et en empéchant la synthése d'ARN (acide ribonucléique),
qui est une étape clé dans la synthése protéique (ANONYME 1) ;
» Inhibiteurs mitotiques
La plupart des composés utilisés en clinique ciblent les tubulines étant des éléments de base
des microtubules, afin d’altérer le fonctionnement normal des fuseaux mitotiques. Ces derniers
permettent la migration des chromatides lors de la division cellulaire des cellules eucaryotes

(JIANG et al., 2006).
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2 Meécanismes de résistance aux anticancéreux

La résistance aux médicaments anticancéreux peut étre classée en deux classes
principales, la résistance intrinséque (préexistante) et la résistance acquise (FU-SHING LIU,
2009 ; LAPENSEE et al., 2009 ; T. BANSAL et al., 2009 ; SAMADI et al., 2016).

Concernant la résistance intrinséque aux médicaments peut étre induite par des facteurs, tel
que la présence des cellules souches cancéreuses résistantes préexistantes dans la masse
tumorale avant toute exposition au médicament (MANSOORI et al, 2017). Quant a la
résistance acquise ou la multirésistance aux médicaments (MDR) est une évolution lente et
progressive. Il s’agit d’un processus qui force les cellules tumorales a subir des mutations
génétiques ou des changements épigénétiques au cours du traitement ce qui entraine un
phénotype de résistance aux médicaments (LIPPERT et al., 2008).

La résistance acquise peut étre attribuée a :

-la diminution de la concentration intracellulaire d'agents chimiothérapeutiques ;
augmentation d’efflux de médicaments, une diminution d'afflux de médicaments (LONGLEY
et JOHNSTON, 2005) ;

- Inactivation du médicament ou altération de la cible médicamenteuse (LONGLEY et
JOHNSTON, 2005) ;

l'altération de l'expression des oncogeénes ou des geénes suppresseurs de tumeurs
(LONGLEY et JOHNSTON, 2005) ;

- traitement des dommages induits par la molécule médicamenteuse et 1'amélioration de la
réparation des dommages a 'ADN (LONGLEY et JOHNSTON, 2005) ;

- la transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) (WU et al., 2014) ;

- l'autophagie (WU et al.,, 2014 ; ZHENG et al.,, 2017) ;

- un microenvironnement trés acide des tumeurs (PILLAI et al., 2019) (figure 1).

I1 a été constaté que la résistance aux médicaments, qu'elle soit intrinséque ou acquise,
entraine un échec thérapeutique chez plus de 90 % des patients atteints d'un cancer
métastatique, et les cellules tumorales micro-métastatiques résistantes peuvent également
réduire l'efficacité de la chimiothérapie dans le cadre d'un traitement adjuvant (LONGLEY et
JOHNSTON, 2005). L’échec du traitement antitumoral n’est pas li¢ uniquement a la résistance
cellulaire mais aussi a la pharmacocinétique d'un médicament, c'est-a-dire a l'incapacité d'un
médicament a atteindre la cellule en quantités adéquates et sous une forme active
(STAVROVSKAYA, 2000).

La figure 1 montre quelques mécanismes pouvant activer ou promouvoir la résistance

directe ou indirecte aux médicaments dans les cellules cancéreuses humaines. Ces mécanismes
20
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peuvent agir indépendamment ou en combinaison et par diverses voies de transduction des

signaux (GENEVIEVE, 2014).
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Résistance aux

anticancéreux

Figure 1. Quelques mécanismes pouvant activer ou promouvoir la résistance directe ou indirecte aux médicaments

dans les cellules cancéreuses humaines (GENEVIEVE, 2014).
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2.1 Altération de la cible

Sachant que I’effet thérapeutique du médicament dépend de la cible, la modification de
cette derniére, par des mutations ou changements des niveaux d'expression, influence sur la
réponse d’un agent thérapeutique (JONES et al., 2009).

A titre d’exemple, la doxorubicine est le traitement des tumeurs solides qui inhibe la
topoisomérase II. Cependant, les mutations de cette dernicre dans les cellules cancéreuses

altérent ’effet du traitement utilis€ (HOUSMAN et al., 2014).

2.2 Altération des mécanismes de réparation de ’ADN (résistance
directe)

e Réponse aux dommages de I' ADN provoqués par les agents chimiothérapeutiques
La plupart des agents chimiothérapeutiques, y compris les médicaments a base de platine,
le 5-FU (5-fluorouracil) et le TMZ (temozolomide), ciblent les cellules tumorales en induisant
des dommages a I'ADN. Ces effets peuvent initier une variété de voies de signalisation appelées
réponse aux dommages de I'ADN (DDR) (OCONNOR, 2015). Ces derni¢res comprennent la
détection des 1ésions de I'ADN, la transduction du signal, 1'activation des points de contrdle du
cycle cellulaire et la réparation d'ADN ; lesquelles peuvent provoquer une résistance aux agents
cliniques endommageant 'ADN en augmentant la réparation de I'ADN (TIAN et al., 2015).
I1 a été démontré que la protéine XRCC4 « X-ray repair cross complementing 4 », qui
est un facteur majeur pour la réparation des cassures double brin, est liée a la résistance au

TMZ dans les cellules tumorales (MOSTAFAZADEH et al., 2021).
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2.3 Altération des fonctions cellulaires entrainant indirectement une

résistance
2.3.1 L'autophagie ou macro-autophagie

C’est un mécanisme catabolique hautement conservé pour la destruction et le recyclage
des composants cellulaires redondants ou dysfonctionnels, dans lequel une vésicule
membranaire & double couche spécialisée appelée autophagosome se forme autour du
constituant cellulaire inutile ou de I'agent pathogéne intracellulaire, qui finit par fusionner avec
le lysosome pour dégrader le matériel confisqué (Figure 2). Les étapes se résument en :
initiation, nucléation, expansion et ¢longation, fermeture et fusion, et dégradation de la

cargaison (SMITH et MACLEOD 2019).

TR
SR

%ension & Elongation

Figure 2. Processus d'autophagie divis€ en cinq étapes distinctes (LEVY et al., 2020).
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2.3.2 Altération de I’apoptose

La régulation a la hausse des génes anti-apoptotiques et la régulation a la baisse des
genes pré-apoptotiques dans les cellules tumorales sont associées a une résistance accrue a la

chimiothérapie (HIGGINS, 1992).

2.4 Transport et métabolisme cellulaire

2.4.1 Efflux cellulaire

L'augmentation de 1'efflux des agents chimiothérapeutiques conduisant a une diminution
de la concentration intracellulaire du médicament, est considérée comme la principale cause de
résistance aux médicaments du cancer (WANG et al, 2019). Et se fait par plusieurs
mécanismes parmi lesquels :

» La sécrétion d’exosomes afin d’encapsuler les agents chimiothérapeutiques et de
leurs métabolites et les éliminer de la cellule (SHEDDEN et al., 2003) ;

» La surexpression des pompes a efflux de (P-gp, MRP-1, et BCRP) (LUCIANI et
al 2002 ; MARIN et al 2018).

2.4.2 Inactivation des médicaments

Certains médicaments sont activés grace aux interactions avec les protéines. De ce fait,
les cellules cancéreuses deviennent résistantes lorsqu’elles réduisent 1’activité du médicament
(DRUKER et al.,2001). Tel que la famille de la glutathion S-transférase, qui sont des enzymes
participant a la détoxification des médicaments et des molécules ionisantes dans la cellule. Par
conséquent, elles augmentent la résistance aux médicaments dans les cellules cancéreuses
directement par la détoxification d’agents anticancéreux ou indirectement par 'inhibition de la
voie des protéines kinases (MANSOORI et al., 2017).

Chez les cellules cancéreuses ces glutathion S-transférase sont surexprimés, en réduisant
les dommages et le taux de 1étalité¢ des médicaments utilisés. De méme, elles sont associées a

I'augmentation de la résistance a 1'apoptose (MANSOORI et al., 2017).

25



—r——————_————_—e—_—_e—_—_e—_—e—_—_——_—_—_—_—_ —_—- —- - —- - —_- - —_- - —_-_-—_-_—_-_ —_-_ —_-_—_—_—_—_—_—_——_————————————— — — — —

: Revue bibliographique Mécanismes de résistance aux anticancéreux

2.5 Les cellules souches cancéreuses (résistance intrinséque)

Les cellules souches cancéreuses (CSC), un petit sous-ensemble de cellules d’origine des
cellules cancéreuses qui sont des cellules différenciées, mais elles ont acquis les
caractéristiques des cellules souches par reprogrammation et dédifférenciation
(FRIEDMANN-MORVINSKI et VERMA, 2014).

Les CSC sont caractérisés par :

e La surexpression des transporteurs d'efflux de médicaments comme P-gp, BCRP et
d'autres geénes liés a la chimiorésistance (SMITH et MACLEOD 2019) ;

e L’auto-renouvelement et la multi-différenciation (MOSTAFAZADEH et al., 2021) ;

e La dormance cellulaire qui maintient les cellules dans la phase GO du cycle cellulaire,
mais restent capables de se diviser en réponse a la stimulation mitotique
(STEINBICHLER et al., 2019) ;

e La capacité de s’échapper de la thérapie (STEINBICHLER et al., 2019) ;

e Une longue durée de vie ;

e La résistance aux médicaments et aux toxines grace a l'expression de transporteurs
d'efflux de médicaments ;

e La niche vasculaire ;

e La stabilité hypoxique ;

e Larésistance a I'apoptose ;

e L'amélioration de l'activité des enzymes de réparation d’ADN (PAL et al., 2016 ;
DEANM, 2005).

En plus de la résistance intrinséque aux agents chimiothérapeutiques, ces CSC jouent un
role essentiel dans l'initiation et la progression tumorale (MOSTAFAZADEH et al., 2021).
Ainsi dans la rechute tumorale et les métastases (KIBRIA et al., 2014 ; PRIETO-VILA et al.,
2017).
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2.6 Adaptation cellulaire

2.6.1 Les oncogeénes ou les genes suppresseurs de tumeurs

Les oncogénes et les génes suppresseurs de tumeurs (GST) sont deux grandes classes de
geénes qui jouent un role crucial dans 1'oncogenése par des mécanismes opposés. Les protéines
codées par les oncogénes (oncoprotéines) favorisent la croissance cellulaire tumorales tandis
que les GST codent pour les protéines inhibant la survie des cellules malignes. Plusieurs
rapports ont indiqué que les GST et les oncogenes sont d'importants médiateurs de la résistance

aux médicaments (XU J-H et al,, 2016).

2.6.2 Activation de voies de signalisation pro-survie

Ces voies sont impliquées dans plusieurs cancers. Elles permettent de transmettre un
message a l'intérieur d'une cellule pour moduler la pro-survie afin de prolonger la durée de vie
de la cellule.

Des études ont mis en évidence le role de 'activation des voies de signalisation de pro-
survie qui servent a réguler positivement le ligand PD-L1 « Programmed death-ligand 1 »
(ligand 1 de la mort programmé) dans les cellules cancéreuses. Les résultats montrent que ces
voies de signalisation sont un mécanisme commun par lequel les cellules cancéreuses luttent
contre le systeme immunitaire (JIAN et al., 2013 ; SONG et al., 2013 ; MITTENDORF et al.,
2014).

2.7 Microenvironnement tumoral

Le pH du MET in vivo est légeérement acide (6.5 — 7.1) par rapport au tissu normal dans
des conditions physiologiques (7.2 — 7.4), ce qui est un phénotype commun pratiquement a
toutes les tumeurs et est lié directement a la malignité tumorale (PILLAI et al, 2019).
L’abaissement du pH extracellulaire est di a I'augmentation du métabolisme du glucose, la
production et l'excrétion élevé des protons H* (SCHORNACK et GILLIES 2003).

La diminution du pH extracellulaire induit une pression sélective des cellules tumorales
et ce, en favorisant la résistance aux médicaments anticancéreux (FAIS et al, 2014) via
I’augmentation de la sécrétion d'exosomes, un phénomenes communs associés a cette sélection

(LOGOZZI et al., 2020).
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3 Multirésistance aux médicaments anticancéreux « Multi-drug resistance

» (MDR)

La résistance a plusieurs médicaments anticancéreux (MDR) est définie comme la
capacité des cellules cancéreuses a survivre contre un large éventail de médicaments
anticancéreux (ZAHREDDINE et BORDEN, 2013). Le mécanisme MDR est développé par
une libération accrue du médicament a l'extérieur des cellules connu sous le nom d’efflux de
médicaments. Par conséquent, l'absorption du médicament est réduite dans ces dernieres en
diminuant ainsi I’efficacité de 1’agent thérapeutique (SAMPATH et al., 2006).

Bien que cet efflux soit un processus physiologique normal, il s'agit également d'un
mécanisme connu de résistance aux médicaments dans les cellules cancéreuses. Ce phénomene
repose sur les transporteurs membranaires appelés transporteurs < ATP-Binding Cassette ”
(ABC). Ces derniers sont des pompes transmembranaires présentes non seulement dans les
cellules humaines, mais dans toutes les espéces existantes, pour but de transporter une variété

de substances a travers la membrane cellulaire.

3.1 Les transporteurs ABC
3.1.1 Propriétés des transporteurs ABC en physiologie humaine

La superfamille ABC représente I'une des plus grandes familles de protéines biologiques,
comprenant 49 génes ABC identifiés dans le génome humain (DEAN et al., 2001 ; VASILIOU
et al., 2009). Comme rapporté par SUNU et al. (2020), cette superfamille est subdivisée en
sept groupes distincts notés ABCA, ABCB...jusqu’a ABCG (tableaul). Actuellement au
moins 15 transporteurs ABC sont impliqués dans la résistance aux médicaments en clinique,
notamment la glycoprotéine P (notée P-gp ou ABCBI), la protéine multi-résistante 1 (MRP1,
ABCCI1) et la protéine de résistance du cancer du sein (BCRP, ABCG2) (SHAPIRA et al,
2011 ; VIDEIRA et al., 2014 ; Ll et al., 2016). Ils ont en commun des séquences, des domaine
de liaison aux nucléotides “nucleotide binding domain ” (NBD) ainsi que la méme organisation
structurelle (TER BEEK et al., 2014 ; WEEN et al., 2015).

Les transporteurs ABC des mammiféres sont localisés dans la membrane plasmique des
organes, comme le foie, 'intestin, les reins et les organes dotés de fonctions barricre, tels que
le cerveau, les testicules et le placenta, ainsi que dans les membranes qui composent divers

organites cellulaires.
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Tableau 1. Genes des transporteurs de la famille ABC humains (SUNU et al., 2020).

Noms des sous- Nombre de génes Nombre de
famille pseudogéne  (non
fonctionnels)
ABCA 12 5
ABCB 11 4
ABCC 13 2
ABCD 4 4
ABCE 1 2
ABCF 3 2
ABCG 5 2

Les transporteurs ABC sont présents dans toutes les espéces vivantes. chez les
procaryotes, ils fonctionnent comme importateurs ou exportateurs de molécules mais chez les
eucaryotes ils fonctionnent uniquement comme exportateurs de molécules (SHAROM, 2007).
Ces transporteurs sont capables d'extruder des substrats hors des cellules ou dans des
compartiments cellulaires comme les vésicules cytoplasmiques et les lysosomes (VASILIOU
et al., 2009). Par conséquent ils diminuent de manicre significative la concentration
intracellulaire de divers médicaments et les conjugués de médicaments (WU et al., 2011 ;
WEEN et al., 2015). De plus ces protéines transportent une large gamme de substrats,
notamment des lipides, des sels biliaires, des sucres, des acides aminés, des stéroides, des
peptides, des nucléotides, des métabolites endogénes, des ions et des toxines (GUPTA et al.,
2020).

Comme décrit ci-dessus, ces transporteurs ABC remplissent a la fois des fonctions
physiologiques et pharmacologiques ayant un impact sur le transport des médicaments. Ils
modulent aussi la croissance tumorale et les voies de régulation comme celle de 1'apoptose, la
cytotoxicit¢ médiée par le complément (ZHANG et al, 2014 ; CINCI et al, 2016;
JARAMILLO et al., 2018) et les voies de régulation des cellules immunitaires (VAN DE VEN
et al., 2009 ; WU et al., 2020). En outre, ces transporteurs déterminent le profil de toxicité de
nombreux médicaments et conferent aux cellules cancéreuses une multirésistance aux

médicaments (MDR) (JARAMILLO et al., 2018).
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3.1.2 Principe de fonctionnement des transporteurs ABC et leur

structure

Leur fonctionnement repose sur I'énergie fournie par I’hydrolyse d’ATP, et cette dernicére
entraine des changements de conformation du transporteur ce qui lui permet d’expulser le
substrat a I’extérieur de la cellule (figure 3) (ZHAOLIN et al., 2015).

Structurellement, tous les transporteurs ABC contiennent :

» Deux domaines transmembranaires hydrophobes (DTM) composés de six
hélices, constituent le site de liaison et translocation du substrat ;

» Deux domaines connus sous le nom d’un domaine fixant I’ATP « nucleotide
binding domain » (NBD) (Figure 4) (RICE et al., 2014). Ils forment un sandwich
inversé ou deux molécules d’ATP sont pié¢gées a I’interface du dimére ;

» Ainsi les séquences Walker A et Walker B, le motif de signature ABC, la boucle
H et la boucle Q (figure 5). Ces derniers constituent un site de liaison complet de
I’ATP via des interactions ¢€lectrostatiques (VASILIOU et al., 2009).

Les DTM sont structurellement différents et capables d’identifier et transporter de
manigére alternative divers substrats lors de changement de la conformation (RICE et al., 2014).
Ces canaux peuvent indiquer les caractéristiques de transport des substrats (KUNJACHAN et
al, 2013 ; HEE CHOI et YU, 2014).

Selon le regroupement du DTM et du NBD se forme différents transporteurs. Cependant,
les transporteurs complets se composent de 2 DTM et 2 NBD tel que ceux de la famille ABCBI1
et ABCCI.

Les demi-transporteurs contiennent seulement 1 DTM et 1 NBD tel que I’ABCG qui
forme des hétérodimeres afin de transporter les substrats.

Les non-transporteurs possédent deux NBD sans les DTM (MO et ZHANG, 2012), tel
que la sous-famille ABCE, dont les protéines jouent un role dans l'assemblage du complexe de
pré-initiation et d'inhibition des ARNs (ZHAO et al., 2004 ; BISBAL et al., 1995). Et la sous-
famille ABCF, qui sont impliqués dans l'assemblage des ribosomes et la traduction des

protéines (MARTON et al., 1997 ; TYZACK et al., 2000).
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Intracellulaire

P-gp/ABCB1 BCR/ABCG2 MRP1/ABCC1

Figure 4. Présentation schématique de la structure des domaines des transporteurs ABC : P-

gp, BCRP et MRP1 (YEHOUDA et al., 2019).

A : domaine de liaison nucléotidique ; N : la terminaison aminée ; C : la terminaison

carboxylique.

Empilage
aromatique

Boucle Q

Signatu re

Walker B Walker A

Boucle H

Figure 5. Positionnement des différents motifs présents sur les NBDs (THOMAS
PERROTTON, 2007).
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3.2 La glycoprotéine P

C'est le premier transporteur ABC identifié¢ chez les mammiféres en 1976, quand
JULIANO et LING (1976) ont observé que les cellules ovariennes d’hamster chinois
présentaient une résistance a un large éventail de médicaments amphiphiles. Depuis, ce
transporteur est largement étudi¢ (HUISMAN et al., 2000 ; SHAROM et al., 2008 ; RUJING
et al., 2019). Ce dernier a ét¢ nommé P-gp également connu sous le nom d'ABCB1 ou MDRI1.

Principalement décrite en cancérologie comme facteur de résistance aux chimiothérapies,
la P-gp confere aux cellules une chimiorésistance vis-a-vis de nombreux substrats en refoulant
activement ces molécules, diminuant par conséquent les concentrations intracellulaires.

En plus de son rdle dans la résistance aux médicaments anticancéreux (GOTTESMAN
et LING, 2006 ; SHAROM et al., 2007 ; LOO et al., 2013), ce transporteur joue un role majeur
dans la détermination du profil du médicament relatif a son absorption, distribution,
métabolisme et excrétion grace a des études sur des souris knock-out (SHAROM, 2011 ;
ANWAR-MOHAMED et EL-KADI, 2012). Les souris knock-out pour la P-gp ont montré une
absorption accrue et une ¢limination réduite des médicaments, ce qui a entrainé une toxicité
sévere.

La caractéristique la plus remarquable de la P-gp est la diversité des structures des
substrats transportés, comprenant les composés hydrophobes neutres et cationiques, ainsi un
grand nombre de médicaments utiles dans des applications thérapeutiques (GUPTA et al.,
2020).

La P-gp est exprimée sur la surface canaliculaire des hépatocytes, la surface apicale des
cellules épithéliales des tubules proximaux des reins, les cellules épithéliales cylindriques de
l'intestin, les cellules épithéliales du placenta, la surface luminale des capillaires, les cellules
endothéliales dans le cerveau et les testicules (THIEBEAUT et al., 1987 ; CORDO-CARDO
etal., 1990 ; ELMELIEGY et al., 2020). Elle est surexprimée dans diverses tumeurs malignes
solides (GOTTESMAN et al., 2002).
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3.2.1 Structure de la P-gp

La P-gp humaine est le produit du gene ABCB1. C’est une glycoprotéine membranaire
constituée de 1 280 acides aminés. Selon l'analyse de séquence, la P-gp est construite sous la
forme d'un transporteur dit complet, c'est-a-dire qu'elle est composée de deux demi-
transporteurs homologues contenant chacun un DTM et un NBD. Les deux DTM et les deux
NBD de la P-gp sont disposés dans la séquence de maniere suivante DTM1-NBD1- DTM2-
NBD?2 avec une région de liaison reliant les deux demi-transporteurs d'environ 60 acides
aminés (UEDA et al.,, 1987 ; SARKADI et al., 2006). Cette dernicre joue un role essentiel pour
assurer une interaction appropriée des deux sous-unités en fournissant une communication
entre les deux sites ATP de NBD. La conformation de la p-gp se trouve sous forme de V orienté

a l'intérieur et les NBD séparés a divers des degrés (WAGHRAY et ZHANG, 2017) (figure 6).

Extracellulaire

Figure 6. Structures de la P-gp de souris obtenue par I’imagerie de transmission des rayons
X. Les moitiés DTM-NBD N- et C-terminales sont représentées respectivement en bleu et en

vert (WAGHRAY et ZHANG, 2017).
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3.2.2 Mécanisme de transport de la P-gp

Le transport du médicament par la P-gp dépend de deux hydrolyses d'ATP.

» Lapremiére hydrolyse d'ATP convertit ' ATP en adénosine diphosphate (ADP), qui est
essentielle pour le piégeage du nucléoside diphosphate dans la P-gp. Afin de former un
intermédiaire d’état transitionnel du complexe P-gp.

» Apres la premiére hydrolyse d'ATP, le médicament est extrudé de la P-gp et 'ADP se
dissocie du complexe.

» Une molécule supplémentaire d'ATP se lie au site alternatif d’ATP sur la P-gp.

» Aprés son hydrolyse, I’ADP se dissocie pour restaurer la conformation de la P-gp
d'origine afin d’initier de nouveau le cycle de transport du médicament (figure 7)
(MONOLITSAS et al., 1997 ; CUMMING et al., 2001 ; AMBUDKAR et al., 2003).

MURAKAMI et al. (2020) ont rapporté que le transport des substances peut étre inhibé
par:

o L’interaction des médicaments qui sont a la fois des substrats de la P-gp tel que
les anticancéreux, agents antiviraux, inhibiteurs calciques, agents
immunosuppresseurs, stéroides etc.

o Les excipients tel que les polyéthyléneglycols (PEG) et de nombreux tensioactifs
non ioniques utilisés comme véhicules, agents solubilisants et/ou émulsifiants se

sont avérés étre des inhibiteurs de la fonction P-gp.

matrice extracellulaire

cytoplame

Figure 7. Mécanisme de libération du médicament via les transporteurs ABC a l'extérieur de

la cellule (MANSOORI et al., 2017).
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3.2.3 Facteurs régulateurs de I’expression de P-gp

L'expression de la P-gp est régulée par divers facteurs :

o le réarrangement chromosomique aléatoire, les signaux de stress tels que le choc
thermique, l'inflammation et l'hypoxie, l'exposition aux xénobiotiques, aux
métabolites toxiques, aux rayons ultraviolets et aux glucocorticoides (FU-
SHING, 2009) ;

o l'expression et la fonction de la P-gp sont influencées par les caractéristiques
biologiques et/ou physico-chimiques des individus tel que le poids corporel, le
polymorphisme des genes des enzymes métaboliques et des transporteurs, le
régime alimentaire et le rythme circadien (MURAKAMI et al., 2020) ;

o Auniveau de I’intestin gréle, la P-gp est modulées par de nombreuses substances
prises par voie orale, telles que les aliments/suppléments et les médicaments
(MURAKAMI et al., 2020) ;

o Les enzymes modifiant la chromatine, comme les histones acétylases et les
histones désacétylases, sont impliquées dans la régulation du géene ABCBI

(SARKADI et al., 2006 ; DUAN et al., 2017).

3.3 Protéine de résistance a multiples médicaments MRP1

Une décennie apres la découverte de la P-gp, le premier membre de la sous-famille C,
MRP1 (ABCC1) a été découvert (COLE et al., 1992). Le role de la MRP1 est le transport des
substrats anioniques, principalement sous forme de glutathion anionique (GSH) ou des
conjugués de glutathion, de glucuronate, des conjugués glucuronide, des sulfates conjugués
(JEDLITSCHKY et al., 1996) ainsi que toute substances toxiques formées lors du stress
oxydatif (LORICO et al., 1997 ; RENES et al.,, 1999). LESLIE et al. (2005) ont suggéré que
MRP1 fonctionne dans le but de protéger les cellules contre les xénobiotiques et les
endobiotiques en les expulsant dans l'espace interstitiel du corps au lieu de leur expulsion dans
la bile, 'urine ou l'intestin.

Les molécules exportées par les MPRI1 sont les médicaments anticancéreux, les
antibiotiques, pesticides, les inhibiteurs de la protéase du VIH, les peptides, les métaux lourds
(SHAROM, 2007) et les médicaments non modifiés qui sont co-transportés avec du glutathion
libre (RENES et al., 1999 ; ZHAO et al., 2020).

Le co-transport du GSH avec des médicaments anticancéreux, tels que la mitoxantrone

ou la vincristine, est largement reconnu comme un facteur majeur conduisant a la
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multirésistance causée par la surexpression de MRP1 dans les cellules (ZHAO et al., 2020).
Parce qu’il a était constaté que le GSH a augmenté l'affinit¢ de MRP1 pour le second

xénobiotique (RAPPA et al., 1997 ; LOE et al., 1998).

3.3.1 Structure de MRP1

La topologie acceptée actuellement de MRP1 se compose des domaines ordonnés de
manicre suivante : DTMI1-L1-DTM2-NBDI1-DTM3-NBD2 (JARAMILLO et al, 2018)
(Figure 8). Par rapport a la P-gp, ce transporteur est prolongé par un DTM1 supplémentaire
contenant 5 hélices TM et une boucle amino-terminale (L1) constituée de 32 acides aminés,
qui relie DTM1 a DTM2 (JARAMILLO et al., 2018). La fonction du DTM1 a été démontré
par WESTLAKE et al. (2005) révélant qu’il est important dans le traitement et le trafic de
MRP1 humain, mobile dans la membrane plasmique (ZHAO et al., 2020) et peut adopter
différentes orientations par rapport au noyau ABC y compris une rotation ~145° (BICKERS
et al, 2021). Par rapport a I’extrémité L1, Yang et al. (2002) ont rapporté que l'extrémité
aminée est requise pour une fonction et une structure appropri¢es de MRP1. Il a été également
suggéré par Chen et al. 2006 que 1'extrémité amino forme une structure en forme de U qui

pourrait servir a la régulation de l'activité de transport de substrat de MRP1.

TMDI1 TMD2 TMD3

Boucle L1

Walker A

NBD2

Figure 8. Topologie du transporteur MRP1 (THOMAS PERROTTON, 2007).
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3.3.2 Niveaux d’expression de la MRP1 et résistance aux anti-

cancéreux

MRP1 est largement exprimé dans les tissus normaux avec des taux différents (FLENS
etal., 1996 ; KOURTI et al., 2007). Son expression peut varier entre différents types cellulaires
du méme tissu (BAKOS et HOMOLYA, 2007). L’augmentation du taux d’expression est
requis dans les cellules ayant une fonction de barriére spécialisée, par exemple les cellules
choroides de la barriére sanguine du liquide céphalo-rachidien (RAO et al, 1999), ou les
cellules avec un statut prolifératif élevé par exemple les pneumocytes de type II dans les
alvéoles du poumon (BRECHOT et al., 1998). Ainsi que I’activation des voies de signalisation
tel que la voie de signalisation MAP kinase (MAPK) induit 1’expression de ce récepteur
(ZHANG et al., 2021).

En générale le role de la MRP1 est la détoxification et la protection des cellules mais sa
surexpression est liée a la diminution des taux de survie sans tumeurs et méme la survie globale
dans des cancers comme le cancer du poumon non a petites cellules (NSCLC) « non-small cell
lung cancer » (LI et al., 2009) et le cancer du sein (FILIPITS ez al., 2005).

Selon les niveaux d'expression, MRP1 peut conférer une résistance a une variété¢ de
médicaments antinéoplasiques, y compris le glucuronide, la doxorubicine, 1'épirubicine et les
inhibiteurs de tyrosine tels que I'imatinibase etc (SODANI et al., 2012 ; WEEN et al., 2015).
Des niveaux élevés d'expression de MRP1 ont été identifiés dans différents types de cancer,
par exemple le cancer du poumon, le cancer du sein, le cancer de la prostate, le carcinome
gastro-intestinal, le mélanome, le neuroblastome, les ovaires et les tumeurs malignes
hématologiques (HIPFNER et al., 1999 ; BACOS et HOMOLYA, 2007).

Mais il a été difficile de déterminer les corrélations entre une expression élevée de MRP1
dans les tumeurs indiquées et le taux de résistance acquise ou le pronostic. Cela revient aux
¢échantillons de tumeurs utilisés qui contenaient un nombre variable de cellules normales
exprimant MRP1 ou les autres transporteurs peuvent y contribuer (BACOS et HOMOLYA,
2007). Cependant 1’étude de DONG et al. (2020) montrent que la résistance est due a
I’induction d’expression de la MRP1 par I’agent chimiothérapique. De plus, HARBER et a/
2006 ont démontré que la MRP1 est un indicateur pronostique chez les patients atteints de
neuroblastome.

DA SILVEIRA JUNIOR et al. (2020) affirment que la détection du phénotype MDR par
cytométrie en flux peut étre un marqueur moléculaire pour le pronostic des patients atteints de

leucémie myéloide aigu€. Cependant, I’étude de JAVIER MARTIN et al. (2020) montre un
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mauvais pronostic chez les patients de sarcome des tissus mous. Donc a ce jour on ne peut

déterminer la corrélation entre la surexpression de ce récepteur et le pronostic.
3.3.3 Mécanisme de transport de MRP1

Bien que MRP1 nécessite également deux ATP comme source d'énergie pour transporter
les médicaments chimiothérapeutiques, le mécanisme du cycle de transport est quelque peu
différent de celui de la P-gp (ZHAO et al., 2020).

Dans la P-gp, les fonctions des deux NBD sont similaires et les deux sites de liaison a
I'"ATP fonctionnent de maniére aléatoire mais alternativement. Tandis que la MRP1, la fonction
de NBD1 et NBD2 n'est pas équivalente, c'est-a-dire que NBD1 a une affinité plus élevée que
NBD2 pour I'ATP. Par conséquent, lorsque le substrat se lie aux DTM de MRP1, le changement
conformationnel de la protéine MRP1 induit d'abord la liaison de 'ATP a NBDI1. Ce qui
modifie la conformation de la protéine et stimule la liaison de la deuxiéme molécule d'ATP a
NBD2 (FU-SHING, 2009 ; ZHAO et al., 2020).

Puis NBD2 se déplace vers NBDI1 et lorsque NBD1 et NBD2 sont occupés par les deux
ATP, le substrat lié se retrouve sous forme de sandwich dans la structure de la MRP1 et finis
par étre transporté hors de la cellule (ZHAO et al., 2020). Apres extrusion du substrat, 'ATP
li¢ a NBD2 est d'abord hydrolysé¢. La libération d'ADP et le phosphate de NBD2 raméne
partiellement la protéine MRP1 a sa conformation d'origine en facilitant la dissociation de
I'ATP 1i¢ a NBD1. Ensuite la libération de 'ADP et de phosphate de NBD1 rameéne la protéine
MRP1 a sa conformation d'origine (FU-SHING, 2009) (figure 9).
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Figure 9. Cycle de transport de la protéine 1 associée a la résistance aux multiples

médicaments (MRP1) (LU et al., 2015).

3.3.4 Facteurs régulateurs de I’expression de la MRP1

L’expression de cette protéine peut étre réduite pas les mutations H1364A, R1367A des
résidus H1364 (histidine) et R1367 (Arginine) situés a NBD2, et sont nécessaires a une
expression stable de la MRP1. Ainsi la mutation E521A du résidus E521 situé au DTM1
caractérise par une diminution significative du taux de la MRP1, des interactions cinétiques

altérées avec I'ATP engendrant un déficit de 50 % de l'activité de transport (BIN et al., 2021).
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3.4 Protéine de résistance aux multiples médicaments MRP2 ou

ABCC2

La protéine MRP2 est le deuxiéme membre de la sous-famille MRP des transporteurs
ABC, codé par le gene ABCC2. Sachant que la famille du génes ABCC est subdivisée en 13
sous-familles (ABCC1 a ABCC13). Ce transporteur joue un role essentiel dans 1’absorption, la
distribution, I'¢limination et la biodisponibilité d'une grande variété de médicaments, y compris
les glucuronides endogenes, les sulfates et les conjugués de glutathion (GSH) des cellules.

MRP2 est impliqué dans la résistance aux médicaments comme KORITA ef al. I’ont
dénoncés en 2010, I'efficacité du traitement a base de cisplatine chez les patients atteints d'un
carcinome hépatocellulaire dépend du niveau d'expression de I'ARNm de la MRP2, et cet
ARNm est détecté¢ dans la vésicule biliaire, les nerfs périphériques, les trophoblastes
placentaires et les lymphocytes CD4+ (JANNEH et al., 2007 ; ROST et al., 2001), ce qui va
avoir un effet de résistance aux agents chimiothérapeutiques en raison de la capacité¢ de la
MRP?2 a transporter de nombreux substrats chimiothérapeutiques différents.

Egalement MICALLEF et BARON (2020) ont cité que cette protéine est impliquée dans
la résistance a la doxorubicin chez les patients atteint de carcinome épidermoide de I'cesophage,
ou du cancer de la vessie ou bien du sein.

Cependant, chez les patientes atteintes de cancers des ovaires, SANI et al. (2020) ont
rapporté que la glucosamine, qui est une molécule constituant du tissu conjonctif, du cartilage
et des ligaments, pourrait augmenter la cytotoxicité du cisplatine et diminuer l'expression des
génes de MRP1 et MRP2, ce qui va avoir un effet synergique, une amélioration de 1'efficacité
de la chimiothérapie et la réduction des effets secondaires des médicaments dans le traitement

du cancer de l'ovaire.
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3.5 Protéine de résistance du cancer du sein BCRP ¢ Breast Cancer

Resistance Protein”

Le transporteur BCRP est impliqué dans le développement de la résistance de la méme
manicre que MPR2 et P-gp. Il appartient a la troisiéme sous-famille de transporteurs ABC, est
le deuxiéme membre de la sous-famille G (ABCG2) connue sous le nom de protéine de
résistance du cancer du sein, car son gene a ¢été isolé de la lignée cellulaire du cancer du sein
(JANI et al., 2014 ; WANG et al., 2014). 11 est nommé également ABCG2, ABCP.

La BCRP contribue a I'absorption, la distribution et I'¢limination des médicaments et des
composés endogénes et surtout a la protection des tissus contre les expositions mortelles aux
xénobiotiques (KONIG et al., 2013 ; MAO et UNADKAT, 2015). En plus, de son impact sur
la physiologie, la physiopathologie, la pharmacocinétique et la toxicocinétique des cellules
(MERINO et al., 2006 ; YAMAGATA et al., 2007 ; JANI et al., 2014), il a été suggéré qu’elle
joue un role spécifiquement dans le maintien des cellules souches pluripotentes humaines dans
un état indifférencié et les protége contre les xénobiotiques toxiques et contre I'hypoxie (MO
et ZHANG, 2012).

Ce transporteur présente une large spécificit¢ de substrat et peut transporter des
molécules chargées positivement ou négativement, des substrats hydrophobes ou hydrophiles
et conjugués ou non conjugués (STAUD et PAVEK, 2005), des conjugués sulfate et
glucuronide de xénobiotiques, des inhibiteurs de tyrosine kinase (TKI), des statines, des
colorants fluorescents, des flavonoides (MO et ZHANG, 2012 ; MAO et UNADKAT, 2015),
et une large gamme de médicaments anticancéreux et certains médicaments ciblés, tels que la
mitoxantrone, le topotécan, l'irinotécan, le méthotrexate, la doxorubicine, I'épirubicine,
I'étoposide, le géfitinib et I'imatinib (FU-SHING LIU, 2009).

Afin d’éliminer ce transport, plusieurs études se sont concentrées sur 1’inhibition de la
BCRP pour bloquer spécifiquement l'activité d'efflux du médicament (ZHU et al., 2019).
L’ABCG2/BCRP et ’ABCBI/MDRI sont considérés comme les déterminants les plus
critiques pour la chimiorésistance dans le carcinome hépatocellulaire. Cependant, leurs rdles
dans la chimiorésistance dans les cellules souches du cancer du foie restent insaisissables. Par
contre, leur inhibition conduit a la mort accrue des cellules souches du cancer du foie

chimiorésistantes dans les essais de formation de tumeurs (YIN ez al., 2020).
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3.5.1 Structure de la BCRP

La topologie membranaire de BCRP a été déterminée expérimentalement par WANG et
al en 2008 et ROSENBERD et al en 2010. La BCRP est un demi-transporteur composé de 6
segments transmembranaires et 1 NBD (SAFAR ef al, 2019). La forme fonctionnelle la plus
simple d'ABCG2 est I’homodimeére, qui est li¢ par des ponts disulfure (SILVA et al., 2015).
ABDALLAH et al. (2015) ont suggéré une structure avec un ordre supérieur d’homo-
oligomeres sur les membranes plasmiques, qui pourrait également réguler la fonction ABCG2
par association dynamique et dissociation des monomeres ABCG2. Cependant ABBOTT,
(2014) et TAYLOR et al. (2017) ont affirmé que la forme fonctionnelle dABCG2 est un
homodimeére avec une masse moléculaire d'environ 144 kDa.

La compréhension de la mécanistique d'ABCG2 est limitée car aucune structure a haute
résolution n'est disponible, ce qui est en partie di aux défis associés a sa surexpression et a sa
purification fonctionnelle. Bien qu'aucune structure cristalline aux rayons X ne soit disponible
pour ABCG?2, plusieurs approches alternatives utilisant la modélisation par homologie ont été
publiées (SAFAR et al., 2019). La modélisation de cette protéine a donné naissance a des
modeles en amélioration continue. WANG en 2021 est parvenu a faire une simulation du
modele BCRP construit a base de la structure BCRP humaine révélée par Taylor et al. (2017)
(figure 10).

Figure 10. Représentation de modéle BCRP donné par I’outil Modeller (WANG, 2021).
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3.5.2 Niveaux d’expression de la BCRP

Cette protéine est exprimée dans une variété de tissus normaux, y compris les cellules
épithéliales du tractus gastro-intestinal, le foie, les cellules placentaires, 1'épithélium de la
prostate, les tubules corticaux rénaux, les cellules endothéliales de la barriére hémato-
encéphalique et des cellules souches hématopoiétiques (MO et ZHANG, 2012 ; MAO et
UNADKAT, 2015) (Tableau 1).

L’expression ¢levée de la BCRP a un effet sur I’absorption des médicaments tel que
I’intestin gréle humain qui exprime des taux treés élevés de ’ARNm de ABCG2 ce qui limite
l'absorption des médicaments pris par voie orale (TAIPALENSUU et al, 2001). Les
polymorphismes également peuvent contribuer au méme effet dans I’intestin, tel que le
polymorphisme courant ABCG2 ¢.421C>A, qui diminue ’activité de la BCRP plus de 75 %
par rapport a la variante de type sauvage (TANAKA et al., 2015). De plus, il a été confirmé
que la variante polymorphe 421C>A de ABCG2 peut modifier la pharmacocinétique de
plusieurs médicaments, notamment le diflomotécan, le tériflunomide, la sulfasalazine, le
géfitinib, I'imatinib etc. (MAO et UNADKAT, 2015).

Cliniquement, les niveaux d'expression ¢levés d' ABCG2 se trouvent dans de nombreuses
tumeurs solides, en particulier les adénocarcinomes du tube digestif, de 1'endométre, du
poumon du mélanome (NI et al., 2010) cancers de l'ovaire, du sein, du colon et de l'estomac.
Mais les résultats sur la corrélation entre I'expression d'ABCG?2 et le pronostic des tumeurs
solides sont contradictoires notamment les études effectuées sur hémopathies malignes
(STEINBACH et LEGRAND, 2007 ; ROBEY et al., 2009 ; MO et ZHANG, 2012) d’un autre
coté les taux d’expression de la BCRP chez les patients atteints de NSLC sont en corrélation
avec les taux de répense a la résistance (SARKADI et al., 2006). Cependant la distinction du
transport médi¢ par BCRP du transport médié par le transporteur MDRI1 est souvent
problématique, cela revient aux modeles in vitro utilisés qui expriment d'autres transporteurs
ABC en particulier MDRI1. Ce dernier interfére avec l'interprétation du transport médié par
BCRP (KARLGEN et al.,, 2017 ; WEGLER et al., 2020). Cependant, de nouveaux mod¢les in
vitro obtenu en éliminant MDRI1 canin interférant dans une lignée cellulaire de type sauvage
Madin-Darby canine rein II (MDCK) avec la technologie d'édition de génes appelée CRISPR-
Cas9 (SIMOFF et al., 2016 ; KARLGEN et al., 2017 ; WEGLER et al., 2020).
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3.5.3 Mécanisme de transport proposé par TAYLOR ez al
(2017)

Les résultats obtenus a partir de I’étude de TAYLOR permettent de formuler un
mécanisme de transport cohérent avec les données biochimiques et fonctionnelles disponibles.
A l'absence de la liaison d'ATP, le site de liaison au substrat hydrophobe (cavité 1) est exposé
au cytoplasme et au feuillet interne de la membrane plasmique, d'ou le substrat est recruté
(figure 11). Dans cet état, la cavité 2 est vide mais obstruée. La liaison alternative de I'ATP
(LOCHER, 2016) et du substrat entrainent des changements conformationnels et convertissent
le transporteur en un état tourné vers 1'extérieur, ou le substrat est déplacé dans la cavité 2, d'ou
il est expulsé dans le milieu extracellulaire au moyen d'un mésappariement hydrophobe ; et le
transporteur ne peut pas passer a un état tourné vers l'intérieur si le substrat est présent dans la
cavité 2, en raison de chocs stériques. Ainsi, I'hydrolyse de I'ATP et la conversion vers un état

tourné vers l'intérieur sont directement liées a la libération du substrat.

@ @ Extracellulaire
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1
1
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Figure 11. Mécanisme de transport de la protéine de résistance du cancer du sein (BCRP).

S : substrat. La cavité 1 étiquetée « 1 ». La cavité 2 étiquetée « 2 ». le bouchon formé par
résidus de leucine sépare la cavité 1 de la secondaire. La fermeture de I'interface NBD convertit
I'état « 1 » en un état « 2 » tourné vers l'extérieur pour libérer le substrat vers l'extérieur

(TAYLOR et al., 2017).
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3.5.4 Les facteurs influencant ’expression de la BCRP

L'expression d'ABCG2 peut étre controlée par plusieurs facteurs :

o

Pendant la lactation I'expression d'ABCG2 est régulée positivement dans la
glande mammaire (LI et al., 2016) ;

L'hypoxie peut également réguler positivement I'expression d'ABCG2, par
exemple les cellules souches ou les cellules tumorales peuvent étre protégées
contre les agents chimiothérapeutiques dans des environnements hypoxiques (LI
etal, 2016) ;

L'hyperméthylation du promoteur ABCG?2 est liée a la diminution de I'expression
d'ABCG2 dans un systeme de myélome multiple et un systéme de carcinome
rénal (FU-SHING, 2009) ;

HU et al. (2020) ont démontré que le géne TRPS1 qui code pour une protéine
régulatrices d’autres génes, favorisent l'expression du géne BCRP et le transport
de I'efflux dans les sous-lignées des cellules cancéreuses du sain ;

La surexpression du facteur Snail, qui est un facteur de transcription a doigt de
zinc, réduit considérablement les niveaux d'expression des protéines de la BCRP
(OGIHARA et al 2020).

GORCZYCA et al. (2020) ont rapporté que le gene ABCG2 contient plusieurs
polymorphismes et variantes d'épissage qui affectent I'expression et la fonction
de la protéine BCRP ;

Les cestrogenes ont la capacité de réguler l'expression de la BCRP dans les lignées
cellulaires du cancer du sein humain, les cellules primaires immortalisées du
placenta (GORCZYCA et al., 2020) ainsi que les autres hormones sexuelles
peuvent influencer son expression (FU-SHING, 2009).
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3.5.5 Inhibiteurs des transporteurs P-gp, MRP2 et BCRP.

Afin de limiter I’effet de ces transporteurs, des inhibiteurs sont développés pour restaurer
I’efficacité des agents thérapeutiques (Tableau 2). Malgré que la liste des inhibiteurs signalés
s'allonge rapidement, cependant aucun d'entre eux n'a été utilisé en milieu clinique. (ZHOU et
al., 2008 ; BARK et CHOI, 2010 ; CRIPE et al., 2010 ; HEE CHOI et YU 2014 ; SILVA et al.,
2015).

Tableau 2. Inhibiteurs des transporteurs P-gp, MRP2 et BCRP. (ZHOU et al., 2008 ; BARK
et CHOI, 2010 ; CRIPE et al., 2010 ; HEE CHOI et YU 2014 ; SILVA et al., 2015).

P-gp/ABCB1  Atorvastatin, amlodipine, cyclosporin A, dexniguldipine, disulfiram,
verapamil, quinidine, nifedipine, MS-209, GF120918, LY475776, V-104,
LY335979, OC144-093, pluronic L61, PSC-833, R101933, S9788, VX-
710, XR-9576.

MRP2/ABCC2 Azithromycin, cyclosporin A, furosemide, glibenclamide, probenecid,
MK-571.

BRCP/ABCG2 Cyclosporin A, dipyridamole, elacridar, fumitremorgin C, novobiocin,
ortataxel, reserpine, ritonavir, tariquidar, GF120918, VX-710, XR-9576.

46



: Revue bibliographique Les exosomes

4 Les exosomes

4.1 Structure et composition
Les exosomes sont des vésicules extracellulaires en forme de tasse ou sphériques. Ce
sont des vésicules de 1’ordre du nanométre sont intraluminales « Intra-Luminal Body » (ILB)
de corps multivésiculaire « Multi-Visicular Bodies » (MVB) de 30 & 100 nm de diamétre
(AZMI et al 2013 ; GAMUSSI et al 2011). Elles sont constituées d'une membrane lipidique a
double couche qui entoure une petite fraction du contenu cytosolique, elles ne comprennent
aucun organite cytoplasmique et sont en relation directe avec I'état physiologique de la cellule

mere (ZHAO et al 2015). Leur structure et composition sont représentées dans la figure 12.
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Figure 12. Structure représentative des exosomes chargés de cargaison (AKUMA et al., 2019).
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4.1.1 Protéines

Les exosomes sont riches en divers éléments, a la surface et a l'intéricur, comme les

protéines (récepteurs, des facteurs de transcription, des enzymes, des protéines de la matrice
extracellulaire).
L'analyse de la composition protéique des exosomes a révélé que certaines protéines
proviennent spécifiquement des cellules et des tissus d'origine, et que certaines sont communes
a tous les exosomes (VAN NIEL, 2006). Parmi ces dernicres, on peut citer, les protéines
périphériques et intégrales, y compris les protéines associées a la biogenése du corps
multivésiculaire, la protéine du géne de susceptibilité tumorale 101 (TSG101), les molécules
d'adhésion (ICAM-1) qui est un ligand de surface cellulaire impliqué dans 1'adhésion des
leucocytes et dans la repense inflammatoire, CMH 1 et II (complexe majeur
d'histocompatibilité) est un systéme de reconnaissance du soi, les protéines de choc thermique
(Hsp60, Hsp70 et Hsp 90), les tétraspanines (CD9, CD63, et CD81), marqueurs de surface les
plus courants des exosomes provenant de tumeurs, sont largement appliqués pour la détection
des exosomes (LOGOZZI et al., 2009 ; AGRAWAL et al., 2017 ; MASHOURI et al., 2019)
(figure 12).

4.1.2 Lipides

Parmi les molécules nécessaire au fonctionnement des exosomes lors de la
communication inter et intra cellulaire sont le cholestérol, les céramides, la sphingomyéline et
la phosphatidyléthanolamin etc (MATHIVANAN et al., 2010 ; JAN AT et al., 2019). La teneur
en lipides des exosomes est spécifique a la cellule. Les lipides ont non seulement un role
important dans la protection de la forme des exosomes, mais participent également a la
biogenese des exosomes et a la régulation de I'homéostasie dans les cellules réceptrices
(VIDAL et al., 1989 ; MINCIACCHI 2015). Il a été¢ démontré que les exosomes transférés vers
les cellules cibles pouvaient modifier la composition lipidique des cellules receveuses
notamment en cholestérol et en sphingomyéline, et donc influencer 'homéostasie cellulaire

(MASHOURI et al., 2019) (figure 12).
4.1.3 Acides nucléiques

Les exosomes contiennent des lipides et des acides nuclé¢iques (ADN, ARNm et Micro-

ARN) (MATHIVANAN ez al 2010 ; D’ASTI et al.,, 2012) (figure 12).
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4.2 Biogenese des exosomes

L'activation des récepteurs spécifiques aux cellules et les voies de signalisation initiant
la biogenese des exosomes sont des phénomene tres régulés (HUOTARI ez al,, 2011). La fusion

des vésicules endocytaires primaires est la premicre étape de la formation de l'endosome
précoce « Early Endosome » (EE) (TAYLOR et al., 2006) (figure 13).
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Figure 13. Biogenese des exosomes (MOSTAFA et al., 2021).
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Puis un bourgeonnement se produit vers l'intérieur de la membrane endosomale tardive
et entraine ainsi la formation de vésicules intraluminales (VIL) « Intraluminal vesicals » (ILV)
au sein des endosomes multivésiculaires appelé encore les corps multivésiculaires (CMV), «
Multi-Vesicular Bodies » (MVB).

Les CMV passent sous un complexe tri-endosomal nécessitant des protéines de transport
(ESCRT-0, I, IT et I1I) orientant les VIL vers le chargement sélectif de la cargaison (DECOSSE
et al., 1982). Les MVB capables de libérer leurs exosomes, en déplagcant vers la membrane
cellulaire afin de secréter les ILV dans le milieu extracellulaire sous le contrdle des moteurs
moléculaires tel que les GTPases 27A et B. Contrairement aux MVB qui ne sont pas capables
de libérer leurs exosomes, ils se fusionnent avec les lysosomes pour la dégradation et le
recyclage des composants (FUJII ef al., 1982).

Les exosomes peuvent étre sécrétés par presque tous les types de cellules eucaryotes, et
ils sont tragables dans les fluides corporels tels que le sang, l'urine, la salive, le liquide céphalo-
rachidien (LCR), le liquide amniotique, le lait maternel, le liquide synovial et I'ascite (KELLER
etal, 2011 ; HANNAFON et al., 2016).

4.3 Raoles biologiques des exosomes

Le role des exosomes est de transporter les différentes macromolécules comme
cargaison, notamment 'ADN, I'ARNm, les microARN, les longs ARN non codants (IncRNA),
les lipides et les protéines (JANAT et al., 2019). Les fonctions biologiques des exosomes
dépendent des cellules d'origine et de I'état du tissu ou de la cellule d'origine au moment de la
biogenese de l'exosome. En principe, les cellules expulsent les composants cellulaires non
fonctionnels toxiques ou redondants, y compris les médicaments, via ces exosomes pour
maintenir 'homéostasie cellulaire (HESSVIK et al., 2018).

La présence persistante d'exosomes dans les fluides corporels biologiques et les espaces
extracellulaires suggere leur réle important dans le réseau de communication cellule-cellule.
En effet, il a été démontré que ces nano-vésicules jouent un role important dans les processus
biologiques comme : la présentation d’antigénes, la coagulation, I’angiogenése, I’apoptose, la
physiologie synaptique, et dans diverses pathologies notamment les maladies auto-immunes et
neurodégénératives, les maladies infectieuses, I'inflammation et les cancers (HUBER et al.,

2005 ; GUAN et al 2017 ; KAHROBA et al., 2019).
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4.4 Role des exosomes dans la malignité du cancer

La communication entre les cellules médiée par les exosomes est nécessaire pour
remodeler les microenvironnements tumoraux et former des niches pré-métastatiques au cours
du développement du cancer (Figure 14) (TAI et al., 2018). Cela est acquis par les molécules
bioactives d'exosomes dérivées des cellules cancéreuses ou de cellules stromales, qui
fournissent les signaux essentiels pour la reprogrammation de diverses cellules dans des

microenvironnements tumoraux ou des niches pré-métastatiques (tableau 3).

Activation de
I'angiogenése

Induction Modulation du
autocrine/ systéme
paracrine des immunitaire
cancers

W Tspans8
miR-17-92 cluster

EGFRuvIII

Cyvytosol

Remodulage de la
matrice
extracellulaire

Integrinaép4
Integrinaép1
Integrinavps

Rééducation
des cellules
stromales

Métastases
organotropes

Figure 14. Résumé des fonctions médiées par les exosomes d'origine tumorale (TAI et al.,
2018). miR-222-3p, miR-9 ...etc. sont des microARN. EGFRVIII : Récepteur du facteur de croissance
épidermique. ZFAS1 est un geéne qui exprime des propriétés oncogéniques. MMP2 et MMP9 sont des
enzymes de remodelage de la matrice extracellulaire. Tspan8 est une tétraspanines (protéine

membranaire) de surface exprimée sur les exosomes libérés par la tumeur.
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Voici quelques exemples de fonctions médiées par les exosomes d'origine tumorale

(figurel4) :

e Activation de I'angiogenése
Il s’agit de l'étape la plus importante du phénomeéne d'angiogenése tumorale. Qui est un
processus de formation des vaisseaux sanguin a partir d’un réseau préexistant (TREPS et
GAVARD, 2015).

e Métastases organotrope
C’est la propagation d’une certain affinité d'une tumeur cancéreuse d'un site initial a un site
spécifique ou le microenvironnement est favorable au métastases (LIU et CAO, 2016).

e Remodelage de la matrice extracellulaire
Ce processus fait intervenir des protéinases comme les métalloprotéinases impliquant des
changement qualitatifs et quantitatifs de la matrice extracellulaire (BONNANS et al., 2014).

e Introduction autocrine
C’est la production et la sécrétion des médiateurs extracellulaires par une cellule. Puis ces
propres médiateurs vont activer la cellule en se liant sur ces récepteur pour initier la
signalisation (UNGEFROREN et al., 2021).

e Rééducation des cellules stromales
Les exosomes dérivés des tumeurs délivrent des miARN, tels que miR-9, miR-105 et miR-
181c, des cancers aux fibroblastes normaux ou aux barri¢res endothéliales vasculaires. Cela

augmente la malignité du cancer (TAI et al., 2018).
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Tableau 3. Effets fonctionnels de quelques molécules bioactives exosomales dans le développement du cancer.

Molécule bioactive Type de Meécanisme

exosomale

Intégrine

MET

MIF

TGF-p

TGF-B1

molécule

Protéine

Protéine

Protéine

Protéine

Protéine

Active la

signalisation Src et
régule positivement

les  génes
inflammatoires

Activation
signaux MET

Active la production
de fibronectine
induite par le signal

TGF-B

Active les signaux
anti-apoptotiques et

de pro-survie

Effet fonctionnel

Dirige les exosomes

vers des tissus
spécifiques
Augmente  l'activité

prométastatique  des
cellules de la moelle
osseuse

Augmente la
formation de niches
prémétastatiques
hépatiques

Augmente la
différenciation

des cellules souches
mésenchymateuses en
myofibroblastes

Augmente la
prolifération et la
survie

Processus

Organotropisme métastatique

Amorcage des niches
prémétastatiques
Augmente la charge

métastatique du foie

Augmente la prolifération et le
caractére invasif du cancer

Augmente la croissance du
cancer

Type de
cancer

Cancer du sein

M¢lanome

Cancer du
pancréas

Cancer de la
prostate

Leucémie
my¢loide
chronique

Références

HOSHINO et al., 2015

PEINADO et al., 2012

COSTA-SILVA et al.,
2015

CHOWDHURY et al.,
2012

RAIMONDO et al,
2015
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Molécule bioactive Type de Mécanisme

exosomale
Tspan8

Snail et miR-146a

ZFAS1

ZFAS1

ZFAS1

LINC01305

molécule
Protéine

Protéine
et
miARN

ARN non
codant

ARN non
codant

ARN non
codant

IncARN

Activation de Ia
voie de
signalisation
Wnt/B-caténine,
Régulation de 1la
miR-200b

régulation de miR-
150-5p

Activation des voies
de signalisations
PI3K/Akt et Wnt

Effet fonctionnel

Augmente la
prolifération, la
migration et la
germination des
cellules endothéliales
Augmente la
prolifération et la
résistance aux
médicaments
Augmente la

prolifération et la
progression du cancer

Favorise la
progression du cancer

Favorise la
progression

et augmente la
résistance au
temozolomide
Favorise la
progression

Processus

Augmente 'angiogenése

Type de cancer

Adénocarcinome

Augmente la prolifération et la Cancer du

survie du cancer

Augmente la prolifération,

Invasion,
prolifération  des
cancéreuses

migration

pancréas

Cancer
gastrique

carcinome du
nasopharynx

glioma

Cancer du col de
['utérus

Références

NAZARENKO et al.,
2010

RICHARDS et al,
2017

(PAN et al., 2017 ;
FAN ZHANG. et al.,
2019 ;

PENG et al., 2020

Lletal, 2020

HUANG et al., 2021
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Suite 2 du tableau 3. Effets fonctionnels de quelques molécules bioactives exosomales dans le développement du cancer.

La voie de signalisation Src : est une voie de signalisation des protéine-tyrosine kinases de la famille Src (PTKSrc).

ZFASI : est un transcrit qui a été principalement reconnu comme un modulateur de la différenciation des cellules alvéolaires et épithéliales dans la glande
mammaire.

LINCO01305 : (Long Intergenic Non-Protein Coding RNA 1305) est un gene d'ARN affilié¢ a la classe IncRNA.

Snail : est un facteur de transcription a doigt de zinc.

miR-146a : Le microARN 146a est un petit ARN non codant chez 'homme,

voie Wnt/B-caténine : est une voie de signalisation des protéines Wnt via la béta-caténine. Wnt est une famille de glycoprotéines intervenant dans

I'embryogenese et le cancer.
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4.5 Mécanismes de résistance aux anticancéreux médiés par les

€X0S0mes

Les exosomes sont des messagers multi-signaux qui soutiennent le développement, la
progression et la chimiorésistance du cancer par la médiation des interactions tumeur-tumeur
et tumeur-cellules stromales (BEBELMAN et al., 2018). Les données collectées suggerent que
le contenu différentiel des exosomes dans les fluides corporels peut étre utilisé comme facteur
pronostique pour le traitement du cancer (CAPELLO et al., 2017 ; YUWEN et al., 2019). La
figure 15 décris les roles principaux des exosomes dans 1'établissement de résistances
thérapeutiques dans le cancer.

Le rdle des exosomes et des nanovésicules dans la chimiorésistance s'articule autour de
la séquestration, du transport et de l'expulsion des médicaments chimiothérapeutiques des
cellules tumorales (SAFAEI et al., 2005 ; FEDERICI et al., 2014). De plus, il a été¢ démontré
que les exosomes libérent des enzymes hépatiques dans tout le corps. Et étant donné la capacité
des cellules endothéliales a absorber les exosomes circulants, cela contribue a la détoxification
extra-hépatique des médicaments xénobiotiques (CONDE-VANCELLS ef al., 2010). D’autre
part, 'expulsion du médicament contribue a la résistance chimiothérapeutique exosomale. Les
analyses de l'excrétion des vésicules en réponse au traitement médicamenteux dans de
nombreuses lignées cellulaires cancéreuses ont révélé une corrélation constante entre
l'expression des genes liés a I'excrétion des vésicules, aux taux d'excrétion de ces dernieres et
la sensibilité¢ aux médicaments (SHEDDEN et al., 2003).

I1 a été observé que les exosomes libérés par les cellules cancéreuses pourraient freiner
les thérapies exploitant des anticorps et des médicaments, en exprimant des protéines de surface
dérivées des cellules cancéreuse qui séquestrent le composé loin de la cellule cible (AUNG et
al.,, 2011 ; CIRAVOLO et al., 2012). De méme, il a été démontré que les exosomes réduisent
la cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps en se liant aux anticorps réactifs aux tumeurs
(BATTKE et al., 2011). Le méme principe est utilisé¢ avec d’autres médicaments, cela se fait
en transportant une bonne quantité de protéines ciblées par les médicaments, neutralisant ainsi

les effets du médicament sur les cellules cibles (AUNG et al., 2011).
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Transmission des
pompes exportatrice de
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———————— concemmﬁon du Em. direct :le
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Améliorer la réparation
————————) - s —_—
Réparation d’ADN de 'ADN
Extrusion de
— Transport de médicaments, une
cargaison régulation génique au
niveau d’ARNm
Mécanismes de résistance a Agir comme une cible
résistance aux > e . e— lourre pour l'immuno-
T I'immuno-thérapie thérapie
médiés par les
exosomes
Cellules souches Transformation des
— cancéreuses s 0N CSCs aux CSCs
) Améliore l'activation
——— Autq’hag‘e — de l'autophagie
Dérégulation des Régulation négative
oncogeénes ou TSGs — e— des génes
suppresseurs de
tumeurs
TSGs : génes suppresseurs de tumeurs Régulation a la hausse
CSCs : cellules souches cancéreuses des ancogénes

Figure 15. Mécanismes de résistance aux médicaments anticancéreux médiés par les exosomes.
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Les exosomes

-

4.5.1 Contribution de la cargaison d'exosomes dans les

mécanismes de chimiorésistance

Les exosomes contribuent a la résistance aux médicaments avec leur cargaison spécifique
des acides nucléiques et des protéines qui se manifestent par différents mécanismes tels que
l'efflux de médicaments ou la transformation de cellules sensibles en cellules résistantes (figure
16 et 17). Le transfert intercellulaire de miARN/protéines exosomales entre les cellules
résistantes et les cellules sensibles conduit a une expression génique modifiée dans la
population cellulaire sensible aux médicaments. Un tel changement dans 1'expression des génes
confére aux cellules sensibles une capacité anti-apoptotique lorsqu'elles rencontrent le
médicament, une capacité qui est également observée dans les cellules résistantes aux

médicaments (CHEN et al., 2014).

Wil
§ ‘r‘r‘f.ﬁ g
=
2 S
d 7 N
4SO N
e ‘ /
Occ ¥ Transfert exosomal de
- Ay .
... L’y] la cellule donneuse:
 \ ) & transporteurs ABC anti
“ @ (‘QQ‘ f',‘o ” P ’ apoptotique, miARN/
\ a»GCGo & % protéines de pro-
o v ’ survie, augmente la
< A\ réparation de I’ADN
§ ////é
=
P § =
Cellule d {E A g Transfert exosomal de la Cellule
ellule donneuse | = " .= cellule donneuse:
résistante au ‘ ¢/// S \§\ médicaments intracellulaire ;Zgies\t/aerlitsjau
médicament ‘ //I/IM\\\\\\ protéine pro-apoptotique 1
| médicament

Figure 16. Transmission des exosomes chargés entre la cellule donneuse et la cellule receveuse
(STEINBICHLER et al., 2019).
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Transporteur ABC

Transporteurs

ABC inversés \

o

Figure 17. Cargo exosomal agissant comme médiateur de la résistance a la thérapie

(STEINBICHLER et al., 2019).

Protéines

4.5.1.1 Induction de résistance par la transmission d'un cargo d'acides
nucléiques exosomal

La cargaison d'exosomes contient plusieurs types d'acides nucléiques, notamment des
miARN, des ARN longs non codants (ARNInc) et des ARNm. La transmission exosomale de
ces acides nucléiques joue un role crucial dans le développement de la résistance aux
médicaments dans les cellules cancéreuses (tableau 4).

Une cellule résistante dans le MET transmet a une cellule cancéreuse sensible une
cargaison d'acides nucléiques. Cela entraine une régulation génique principalement au niveau
de 'ARNm, et rend la cellule ainsi résistante a la thérapie anticancéreuse. Un tel mécanisme a
¢té mis en évidence dans plusieurs types de cancers dont les hémopathies malignes et les
cancers colorectaux, cancer du sein, de la prostate, du foie, du poumon, d'ovaire, de la peau, de
la téte et du cou, du colon, des os et du pancréas. PATEL et al. (2017) ont démontré que la
simple exposition des lignées cellulaires du cancer du pancréas MiaPaCa-2 et Colo357 a la
gemcitabine, un agent chimiothérapeutique contre le cancer du pancréas, les a induit a sécréter
dans le milieu des exosomes qui ont par la suite augmenté la concentration inhibitrice médiane
(IC50) de cellules sensibles a la gemcitabine de 6,8 et 3,7 M a 14,5 et 7,7 M, respectivement
pour les deux lignées (PATEL et al., 2017)

59



r-- - "-F"""-""""-"-"-""-"-"-""-""--"""""""""-"""-""-" 'I

: Revue bibliographique Les exosomes |

Tableau 4. Quelques molécules d'acides nucléiques exosomales impliquées dans le développement de la résistance aux médicaments dans le cancer.

Cancer des ovaires Cellules ovariennes Cisplatine ADN Caoetal (2017)
méthyltransferase 1

cancer du sein HER2+ SKBR-3 et BT474 Trastuzumab IncRNA-SNHG14 Bcl-2/régulateur de Dong et al
l'apoptose  Voie de (2018)
signalisation.

cancer du sein, MCEF-7, MCF- 7/PR. Paclitaxel, H19 la modulation de la
miR-340-3p/YWHAZ
qui peut favoriser la YAN et al
métastase et la TEM. (2020)

Le cancer du sein HER2+ : est un cancer du sein dont le test est positif pour une protéine appelée récepteur 2 du facteur de croissance épidermique humain
(HER?2). Cette protéine favorise la croissance des cellules cancéreuses. / SkBr3 : est une lignée cellulaire de cancer du sein humain isolée

BT474 : Lignée cellulaire de tumeur du sein humain (BT-474). / MCF-7 : est le nom de la lignée de cellules tumorales mammaires la plus utilisée dans les
laboratoires de recherche sur le cancer du sein. 'YWHAZ : est un géne qui code pour une protéine de famille 14-3-3, lié a plusieurs voies de transduction
du signal. / IncRNA-SNHG14 : est un IncRNA récemment reconnu qui contribue a plusieurs cancer / H19 : est un géne qui code pour un long ARN non

codant, son role est la régulation de la prolifération cellulaire.
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Suite du tableau 4. Quelques molécules d'acides nucléiques exosomales impliquées dans le développement de la résistance aux médicaments dans le

cancer.

Cellules Macrophages murins— MFC, Cisplatine miR-21 Voie de signalisation Zheng et al
cancéreuses MGC-803 PTEN/PI3K/AKT. (2017)
gastriques.

Nombreux genes
NSCLC avec HCCS827 osimertinib miR-210-3p impliqué dans les HISAKANE et
I’EGFR muté processus biologiques et al. (2021)

les fonctions cellulaire tel
que I’inhibiteur

angiogenique, nSMase2.

NSCLC: non-small cell lung cancer./. PTEN/PI3K/AKT : est une voie importante régulant la signalisation de multiples processus biologiques tels que
l'apoptose, le métabolisme, la prolifération cellulaire et la croissance cellulaire. /PTEN : est une double protéine/lipide phosphatase dont le substrat est le
produit de PI3K qui contribue a la contrebalance de l'activité oncogene de PI3K. /nSMase2 : est la forme neutre de la sphingomyélinase activée par le
facteur de nécrose tumorale-a dans les cellules MCF-7. / HCC827 : « human lung adecarcinoma cell line » lignée cellulaire d’adénocarcinome des poumons
humaines. / EGFR : Récepteur du facteur de croissance épidermique. / MGC-803 : lignées cellulaire parentales. /PI3K : une enzyme avec une activité

oncogene. /AKT : appelée protéine kinase B (PKB), est une sérine/thréonine kinase essentiel pour la signalisation cellulaire.
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4.5.1.2 Induction d'une résistance aux médicaments par une cargaison de

protéines exosomales
» Transfert direct de protéines d’extrusion

L'un des mécanismes contribuant a la résistance aux médicaments est l'extrusion de ces
derniers hors des cellules par le transporteur P-gp (figure 16) (BORGNIA et al., 1996 ; Li et al.,
2016 ; Bar-Zeev et al., 2016 ; Genovese et al., 2017). Plusieurs études ont montré que le transport
exosomal de la P-gp induit un phénotype de chimiorésistance dans les cellules tumorales
receveuses (BEBAWY et al., 2009 ; Corcoran et al., 2012 ; WANG et al., 2016).

Les exosomes internalisés par les cellules sensibles entrainent le transfert des moyens de
résistance a I’agent thérapeutique a ces cellules, accompagné d'une augmentation des niveaux de
P-gp (LV et al, 2014) ainsi que la protéine régulatrice de la P-gp « transient receptor potential
channel 5 » (TrpC5). Le TrpC5 est impliqué également dans la sécrétion élevée d'exosomes dans
les lignées cellulaires de cancer du sein humain (MCF-7/ADM) qui ont entrainé 1'induction d'une
résistance a la doxorubicine (MILMAN et al., 2019).

» Induction d'une résistance aux médicaments par transmission de proto-
oncogenes via les exosomes

Il s’agit d’un mécanisme moléculaire de la résistance acquise impliquant le transfert des
proto-oncogenes par les exosomes. Rappelons que les proto-oncogeénes sont des geénes qui
participent a la régulation de la croissance et de la division cellulaires. Ces derniers peuvent subir
une mutation et devenir des oncogenes (ANONYME 2). ZENG et al. (2017) ont confirmé que les
exosomes sécrétés les cellules portant le géne de fusion oncogéne PTPRZ1-MET (ZM), une
altération génétique critique entrainant la progression du gliome, sont internaliser par les cellule
receveuse non-ZM. Les exosomes-ZM transférés aux cellules de glioblastome non-ZM et les
astrocytes humains normaux ont modifié 1'expression des génes et induit une TEM. De plus, les
exosomes ZM ont conféré une résistance au témozolomide aux cellules glioblastomes (MILMAN
etal., 2019).

> Régulation a la hausse des récepteurs tyrosine kinases (TKR)

Elle induit 'activation de la voie de signalisation PI3K-Akt et entraine le développement
d'une résistance (VELLA ef al 2017). Cette voie de signalisation intracellulaire est importante dans
la régulation du cycle cellulaire. Par conséquent, il est directement lié a la quiescence cellulaire, a

la prolifération, au cancer et a la longévité.
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4.5.2 Exosomes et résistance aux médicaments médiée par les

cellules souches cancéreuses

L'influence des exosomes sur ces cellules souches hautement tumorigénes permet la
repopulation d’une tumeur apres chimiothérapie (SMITH et MACLEOD 2019 ; STEINBICHLER
etal. 2019).

MOSTAFAZADEH et al. (2021) ont rapportés qu’un ensemble de preuves scientifiques
confirme que les exosomes agissent en tant que médiateurs de la communication intercellulaire
dans le MET. Ils participent également a la conversion des cellules souches non cancéreuses en
CSC via l'apport de facteurs favorisant le caractére des cellules souches cancéreuses et la TEM
(figure 17).

La TEM est un processus impliquant les changements morphogénique au cours duquel les
cellules perdent certaines caractéristiques épithéliales pour acquérir des propriétés de cellules
mésenchymateuses. Ce processus est réactivés au cours de la progression tumorale et générent des
cellules douées de capacités de motilité et d’invasion cellulaire. De plus, la TEM est avéré qu’elle
joue un role dans la dissémination métastatique des tumeurs d’origine épithéliale (ANONYME 3).

A titre d’exemple, Snaill est un facteur de transcription a doigt de zinc qui favorise la
répression de 'expression de la E-cadhérine, sachant que c’est une molécule d’adhérence, il est
transporté par les exosomes dérivés des fibroblastes associés au cancer (CAF) pour induire la TEM
et 'implantation des cellules cancéreuses pulmonaires présentant les caractéristiques des CSC
(YOU et al., 2019).

La figure 18 montre 1’effet des éxosome sur les cellules souches. Les exosomes secrétés par
les cellules tumorales, recrutés par les cellules souche ont médié la transformation de ces cellules
en cellules souches cancéreuse par activation des voies de signalisation comme snail, TGF-J ... et

par déclenchement des processus tel que la dormance, efflux de médicaments etc.
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Figure 18. Les exosomes induisent un phénotype semblable a celui des cellules souches

cancéreuses dans les cellules tumorales par la TEM (STEINBICHLER et al., 2019).

4.5.3 Role des exosomes dans la dérégulation de 1'expression des

oncogeénes ou des génes suppresseurs de tumeurs

Il a été¢ démontré que les exosomes modifient l'expression des GST et des oncogénes par la
translocation intercellulaire d'ARN non codants. Exemple, la TP53 est le GST le plus étudié, c’est
un facteur de transcription qui controle I'expression de nombreux génes impliqués dans l'apoptose
et la régulation du cycle cellulaire. Son activation se fait par transcription de geénes pro-
apoptotiques ou par séquestration de protéines anti-apoptotiques. Ce géne est muté dans plus de la
moitié¢ des cancers humains. De plus, l'altération de son expression ou de sa fonction est souvent

corrélée a la résistance aux agents antinéoplasiques standards (SETOGUCHI et al., 2016).
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4.5.4 Exosomes et résistance aux immunothérapies

Plusieurs études ont suggéré que les cellules tumorales produisent et sécrétent des exosomes
agissant comme une cible leurre pour les immunothérapies anticancéreuses. Le trastuzumab
(Herceptin), un anticorps monoclonal humanisé qui cible le domaine extracellulaire du récepteur
2 du facteur de croissance épidermique humain (HER2), inhibe la survie et la prolifération des
cellules tumorales. Il est largement utilisé comme médicament approuvé pour les cancers précoces
HER2 positifs et les cancers métastatiques avancés (CAMERON et al., 2017 ; DONG et al., 2020
b).

I1 a été démontré que les cellules cancéreuses du sein surexprimant le facteur de croissance
HER2, libérent des exosomes contenant ces derniers qui interférent ainsi avec l'activité
thérapeutique d'Herceptin. En effet, 1'expression du facteur de croissance HER2 a la surface
exosomale permet a I'exosome d'entrer en compétition avec les cellules cancéreuses du sein pour
la liaison au Trastuzumab, limitant ainsi la biodisponibilité et diminuant I'efficacité anticancéreuse
du Trastuzumab (CIRAVOLO et al., 2012).

Han et al. (2020) ont montré qu’au niveau du cancer du sein, ' ARNInc AFAP1-AS1 « actin
filament associated protein 1 antisense RNA 1 » (filment d’actine associé a la protéine 1 ARN-
antisens 1) exosomale peut favoriser la résistance a I’anticorps.

Le rituximab, un anticorps chimérique dirigé contre l'antigéne CD20 de surface cellulaire,
exerce ses effets cytolytiques via l'induction directe de l'apoptose, la cytolyse dépendante des
anticorps, ainsi que la cytotoxicité cellulaire dépendante du complément. Il est utilis¢é dans
l'immunothérapie agressive du lymphome a cellules B. Les cellules du lymphome a cellules B
sécretent des exosomes porteurs de CD20, qui se lient et épuisent les anticorps thérapeutiques anti-
CD20, entrainant ainsi la déplétion des composants du complément et protégent les cellules

cancéreuses contre les attaques des anticorps (AUNG et al. 2011).
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4.5.5 Exosomes et résistance aux médicaments induite par
I'autophagie

L'activation de l'autophagie se produit normalement dans les cellules en réponse a des
facteurs de stress environnementaux, elle facilite la survie cellulaire et peut établir une résistance
aux médicaments dans les cellules malignes (HUANG et al., 2016). L'augmentation de l'activité
de l'autophagie et I'amélioration de la sécrétion des exosomes des cellules tumorales apres la
chimiothérapie ont ét¢ documentées dans plusieurs études, indiquant que ces réponses font partie
de la réponse des cellules aux conditions de stress dues a la chimiothérapie et aux mécanismes de
survie contre les chimiothérapie (MILMAN et al., 2019 ; MORTEZAVI et al., 2019).

Des études démontrent qu’il peut y avoir non seulement un effet d’acquisition de la
résistance des cellule tumorale par les exosomes, mais aussi un effet de resensibilisation. La
transmission & médiation exosomale de miR-425-3p améliore I'activation de I'autophagie dans les
cellules cancéreuses pulmonaires NSCLC receveuses. Ce qui a conduit éventuellement a la
résistance au cisplatine qui est un un agent anti cancéreux analogue du platine. Le miR-425-3p est
un ARN non codant impliqués dans la régulation post-transcriptionnelle de I'expression des geénes
dans les organismes multicellulaires en affectant a la fois la stabilité et la traduction des ARNm

(MA et al., 2019).

Plus intéressant encore, la transmission exosomale de miR-567 a partir des cellules
¢épithéliales mammaires normales (MCF-10A) a resensibilis¢ les cellules cancéreuses du sein
résistantes au trastuzumab. Cela est due a ’inhibition d’autophagie en ciblant la protéine ATGS
(autophagy-related 5) qui est protéine clé impliquée dans 1'extension de la membrane des vésicules

autophagiques. (HAN et al., 2020).
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4.5.6 Role de Pacidité du microenvironnement tumoral dans

chimiorésistance médiée par les exosomes

Dans le microenvironnement tumoral, les cellules cancéreuses communiquent avec les
cellules voisines telles que les fibroblastes, les cellules endothéliales et diverses cellules
immunitaires via ces vésicules. L'interaction des cellules avec ces exosomes entraine de nombreux
événements, notamment 1'oncogenése, I'angiogenese, la modulation immunitaire, le remodelage
de la matrice extracellulaire, la TEM et la transformation des fibroblastes associés au cancer
(CAF). Ces événements contribuent a la propagation des cellules cancéreuses vers des sites

distants (figure 19).
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Le pH du MET in vivo est 1égeérement acide (6.5 — 7.1) par rapport au tissu normal dans des
conditions physiologiques (7.2 — 7.4), ce qui est pratiquement un phénotype commun a toutes les
tumeurs. L’abaissement du pH extracellulaire est di a I'augmentation du métabolisme du glucose,
la production et l'excrétion élevé des protons H" (SCHORNACK et GILLIES 2003).

L'acidit¢ du MET est directement liée a la malignité¢ tumorale (PILLAI et al.,, 2019). Qui
induit une pression sélective des cellules tumorales et ce, en favorisant la résistance aux
médicaments anticancéreux (FAIS et al., 2014), cela en influengant potentiellement la libération
et I'absorption d'exosomes par les cellules tumorales (PAROLINI et al., 2009). Par augmentation
de la sécrétion des exosomes dans les cellules tumorales humaines a des fins de détoxification dans
différents cancers, notamment le mélanome, 1'ostéosarcome, le colon, la prostate et le cancer du
sein (LOGOZZI et al., 2018).

A cet égard, plusieurs études confirment que les cellules cancéreuses résistantes sécrétent de
plus grandes quantités d'exosomes que leurs homologues sensibles (WU C et al., 2015 ; PEAK et
al., 2020 ; LOGOZZI et al., 2020). Cependant Le mécanisme sous-jacent de l'extrusion accrue
d'exosomes dans les conditions acides n'est pas clair (LOGOZZI et al., 2019).

Les résultats de certaines expériences récentes in vitro ont révélé que l'environnement
extracellulaire acide augmente non seulement le nombre d'exosomes libérés, mais induit aussi une
régulation positive de certains biomarqueurs tumoraux tels que I'anhydrase carbonique IX qui est
une enzyme souvent associée a un mauvais pronostic et a la progression tumorale, et 1'antigéne
spécifique de la prostate (PSA) dans les cellules cancéreuses et leurs exosomes (LOGOZZI et al.,
2017 ; LOGOZZI et al., 2019 b).

Par conséquent, compte tenu de l'effet de l'acidité environnementale sur la sécrétion
d'exosomes et la chimiorésistance, une approche anti-acide peut étre proposée comme stratégie
pour le traitement du cancer, et ce, via des tampons ou des inhibiteurs de la pompe a protons (IPP)
(LOGOZZI et al., 2018). En effet, dans leur étude, FAIS et al. (2013) ont pu vérifier que
l'alcalinisation de I'environnement des cellules tumorales avec des tampons provoque une forte
diminution de la sécrétion d'exosomes. D'ailleurs, deux études différentes ont démontré que le
tamponnage de l'environnement tumoral ralentit la croissance tumorale des xénogreffes chez la
souris et améliore la réactivité a la chimiothérapie chez les patients humains et vétérinaires

(SPUGNINI et al., 2014 ; AZZARITO et al., 2016).

68



—r————_——_—_—_—_—_e—_ee—_ee—_ee—_ee—_ee—_ee—_e—_e—_e—_e—_e—_ e e—_e—_ e —_—_ e — e ———— — —

: Revue bibliographique Les exosomes

Récemment, ANDO et al., (2021) ont démontré que le traitement avec un agent alcalinisant
augmente le pH interstitiel acide de la tumeur via I'élévation des concentrations sériques de HCO"
3. Les concentrations sériques de HCO correspondant au pH tumoral et les valeurs de pH urinaire
peuvent étre des facteurs importants pour prédire les résultats cliniques de certains traitements

anticancéreux associés a un agent alcalinisant.
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5 Conclusion

La multi-résistance aux médicaments se base sur plusieurs mécanismes dont certains ne sont
pas enticrement ¢lucidés. L'un des mécanismes le plus connu est le mécanisme MDR. Celui-ci se
base sur les transporteur ABC pour évacuer le médicament de la cellule par le phénomene connu
sous le nom d’efflux de médicaments. L’excrétion des exosomes est un autre mécanisme de
résistance utilisant ces vésicules comme transporteur de pompes a efflux, d’acides nucléiques et
des molécules médicamenteuse. Les exosomes jouent un réle de leurre pour les immunothérapies,
favorise I’autophagie, améliore la réparation d’ADN et transforme les cellules souches non
cancéreuses a des CSC afin de permettre a la tumeur de se progresser ou de se repeupler. En outre,
les conditions tumorales telles que 1’acidité du MET augmente la sécrétion de ces vésicules. Dans
ce contexte, des approches telles que ’alcalinisation des MET sont effectuées pour diminuer
I’extrusion exosomale.

L’exploitation des exosomes en thérapie est une approche prometteuse pour surmonter la
résistance. Cela s’effectue par I'administration des exosomes chargés de médicaments tant qu’ils
sont de haute stabilité et biocompatibilité¢ ainsi d’une faible immunogénicité. Cependant, des
recherches avancées sont nécessaires pour résoudre les problématiques limitantes 1’usage

d’exosomes en thérapie.
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