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Les exosomes,

des vésicules sécrétées
par les cellules,
peuvent avoir

un fort potentiel
thérapeutique.

(vue d'artiste)
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De nouvelles thérapies -
pour traiter les dommages dus a de fortes irradiations

CONTEXTE

Lors d'accidents de radiothérapie, d'accidents indus-
triels, les personnes exposées a de fortes doses de
rayonnements ionisants développent des brllures
cutanées ou des lésions intestinales particulierement
graves. Pour améliorer les traitements actuels, I'lRSN
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fonde beaucoup d'espoirs sur la médecine régéné- réalisé avec
rative, sur laquelle ses chercheurs travaillent depuis
plus d'une vingtaine d’années avec la perspective
d'un transfert clinique et d’'une solution thérapeutique
a grande échelle.
www.irsn.fr

Grace a ses études démontrant I'efficacité de thérapies innovantes basées sur I'administration
de cellules souches, I'IRSN a pu apporter un support thérapeutique a des équipes hospitalieres
pour soigner des patients surirradiés. Les premiéres cellules souches injectées, bien qu'efficaces
ont vite révélé leurs limites. Une autre stratégie basée sur un type de vésicules produites par ces
mémes cellules souches, les exosomes, suscite aujourd’'hui beaucoup d'espoirs. lls révelent un

formidable potentiel thérapeutique.

n 2005, vingt-quatre personnes traitées pour un
cancer de la prostate a I'hépital public d’Epinal
souffrent de rectites ou de cystites invalidantes.
|| savere gu'ils ont été surirradiés de 20% a 30 %.
Au total, plus de 5000 patients traités par radiothé-
rapie dans cet hopital entre 1987 et 2006 ont été
exposés a des surdoses de rayonnements ioni-
sants de 3% a 30%, consécutifs a une série de
dysfonctionnements techniques et d'erreurs humaines. Cet accident
de radiothérapie avec une irradiation trés grave mais localisée est le
plus important jamais enregistré en France. Heureusement, ce fut
un cas unique.

En octobre 2006, le ministre de la Santé sollicite I''RSN pour assister
I'hépital d'Epinal sur le suivi de plus de 425 de ces patients (1). Pour
les plus séverement atteints, les traitements conventionnels saverent
insuffisants. En étroite collaboration, RSN, les équipes hospitalieres

du Centre de transfusion sanguines des Armées (CTSA), les hopitaux
Saint-Antoine et La Pitié-Salpétriere ont proposé une nouvelle stra-
tégie thérapeutique, a titre compassionnel, basée sur I'administration
de cellules souches. Quatre patients ayant été surirradiés de plus de
20% sont alors traités avec des cellules stromales mésenchyma-
teuses (CSM) issues de la moelle osseuse. C'était une premiere.
Lefficacité du traitement sur la douleur ainsi que sur les hémorragies
a été remarquable.

L'IRSN étudie depuis plus de vingt ans l'intérét des thérapies cellu-
laires pour soigner les dommages dus a des irradiations. Avec I'espoir
de fournir aux hopitaux des pistes pour soigner le plus possible de
patients, y compris en cas d'irradiations affectant tout le corps.
La gravité des syndromes dépend du rayonnement ionisant (rayons X,
rayonnements alpha, béta ou gamma, ou encore flux de neutrons),
de la durée d'exposition, de la dose regue et des organes touchés.
Lamoelle osseuse est atteinte des 1 gray (Gy)*, un niveau d'irradiation
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> qui déclenche un syndrome hématologique affectant la production
des cellules sanguines; puis le systeme digestif a partir de 6 a 8 Gy,
avec un syndrome gastro-intestinal pouvant détruire la barriére intes-
tinale jusqu'a provoquer une septicémie; enfin, le systeme nerveux
central a partir d'environ 30 Gy avec un syndrome neurovasculaire.
Au-dela d'un certain seuil (autour de 1 Gy), sans traitement, une irra-
diation sur tout le corps pourrait étre fatale.

6-8 Gy
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hématologique Syndrome

gastro-intestinal

16y 30 Gy
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Heureusement, dans la plupart des accidents, hormis Tchernoby,
les victimes subissent des irradiations localisées, comme les lésions
locales cutanées a la suite d'accidents industriels résultant d'une mau-
vaise manipulation de sondes de gammagraphie. Ces sondes
contiennent une source radioactive émettrice de rayonnements
gamma. Elles sont utilisées pour contrdler la qualité de soudures ou
I'état de pieces métalliques dans l'industrie. Au contact avec la peau
a une exposition de plus de 25 Gy, cela provoque une nécrose du tissu
cutané, musculaire et osseux. La Iésion se développe en surface eten
profondeur et devient incontrélable. Avant 'application des thérapies
cellulaires, les seules solutions jusqu'a récemment reposaient sur une
greffe de peau ou une intervention chirurgicale pour enlever les tissus
atteints.

Subclinique

LES CELLULES SOUCHES ONT FAIT LEURS PREUVES

Rappelons ce qu'est une thérapie cellulaire: il sagit d'utiliser des cel-
lules souches, des cellules qui ont la capacité de se renouveler pour
générer des cellules spécialisées capables de réparer, restaurer la fonc-
tion d'un organe. Prélevées chez le patient ou chez un donneur,

notamment a partir de la moelle osseuse ou encore de tissus adipeux
(la graisse corporelle), ces cellules sont mises en culture puis injectées
au patient. Les CSM sont une des catégories de cellules souches adultes
les plus utilisées en médecine régénérative. Elles font lobjet d'un millier
d'essais cliniques dans le monde pour la réparation osseuse, les mala-
dies hématologiques, la réparation cardiaque, la maladie de Crohn ou
encore l'ulcere des membres inférieurs pour les diabétiques.

Des les années 2000, les chercheurs de I'RSN ont eu l'idée d'utiliser
ces cellules souches dans le cas de dommages radio-induits. Depuis,
ils ont démontré leur efficacité dans le cadre de nombreuses expéri-
mentations précliniques sur petit animal (souris et rats) d'abord, puis,
depuis 2013, sur gros animal (cochons). Ces expérimentations menées
dans le strict cadre de la charte frangaise sur I'éthique de I'expérimen-
tation animale sont des passages obligés avant d'envisager un transfert
clinique chez le patient.

La recherche suit son cours. En attendant, en I'absence de solution
thérapeutique, les victimes de fortes irradiations sont traitées a titre
compassionnel comme ce fut le cas en 2006 pour les patients de
I'hépital d'Epinal. C'est également en 2006 que, pour la premiére fois,
deux victimes d'accidents industriels présentant de séveres Iésions
cutanées ont été soignés par thérapie cellulaire, sur la base d'une
stratégie thérapeutique mise en place conjointement par I'hdpital
Percy, de Clamart, et 'IRSN. Les résultats ont été spectaculaires et ces
patients ont pu retrouver 'usage de leur membre [ésé et ont été sauvés
de 'amputation. Depuis, une quinzaine d'autres patients, victimes de
fortes irradiations a la suite d'accidents industriels, ont bénéficié avec
succes de ce méme traitement. La thérapie cellulaire se révele capable
de controler linflammation, de stimuler la vascularisation et de régé-
nérer les tissus.

En 2015, l'Agence nationale de sécurité du médicament a délivré une
autorisation de mise sur le marché pour la préparation de CSM de
moelle osseuse pour le traitement de telles brdlures radiologiques.
Aujourd'hui, d'autres équipes dans le monde tentent de suivre cette voie
comme en Corée, en Argentine ou au Chili mais I'expérience de I'RSN

Membrane
plasmique

BIOGENESE
DES EXOSOMES

Décrits pour la premiere fois en 1981,

les exosomes sont des vésicules de

30 a 100 nm déversées par une cellule dans
son environnement. Comment se forment
les exosomes? Le bon équilibre
physiologique d'une cellule est régulé par un
trafic intracellulaire faisant notamment
intervenir des protéines qui y entrent et en
sortent. Elles pénetrent la cellule par
endocytose, mécanisme qui leur permet de
traverser la membrane plasmique pour
rejoindre le cytosol, le milieu liquide ou
baignent des organites, des structures
spécialisées comme les endosomes ou les
lysosomes. Quand les protéines atteignent
les endosomes précoces, elles sont soit
recyclées, soit dégradées. Celles qui sont
dégradées sont regroupées dans des
vésicules appelées «endosomes
multivésiculés» (MVE). Une partie de ces
MVE est éliminée, digérée par les lysosomes,
Iautre fusionne avec la membrane
plasmique et libére dans le milieu
extracellulaire les vésicules quiils
contiennent: les exosomes.
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LES MULTIPLES MODES D’ACTIONS DES EXOSOMES

IIs contribuent a des pathologies

Inflammation =

Cancers —ee=——-——

Membrane bicouche lipidique

reste a ce jour unique. « Chaque patient est un cas particulier», rappelle
Radia Tamarat, experte en radiopathologie al'lRSN. C'est ce qui explique
que les experts de IRSN sont régulierement sollicités par ’Agence inter-
nationale de I'énergie atomique (AIEA) pour venir en soutien des méde-
cins dans le cadre de la prise en charge de patients surirradiés.

LES EXOSOMES SONT TRES PROMETTEURS

Mais cette stratégie thérapeutique a base de cellules souches a ses
limites, notamment si un accident de grande ampleur avec de nom-
breuses victimes séverement exposées survenait comme dans le cas
d'un acte terroriste, par exemple. Leur utilisation est en effet soumise
a plusieurs contraintes: les CSM ne peuvent pas étre produites a
grande échelle ; le donneur doit étre un parent proche afin d'éviter un
rejet ; le délai dobtention des cellules, lié a leur mise en culture, est de
plus de dix jours; leur qualité est affectée par 'dge du donneur ou ses
maladies. « On ne peut traiter qu'un petit nombre de patients de la sorte.
Il fallait trouver une autre solution, raconte Radia Tamarat. Lors d'un
congrées au Mexique en 20170, jentends un post-doctorant singapourien
présenter ses travaux sur les exosomes, des vésicules issues de CSM.
Je travaillais depuis ma thése sur un autre type de vésicules extracel-
lulaires. Jai pressenti que ces exosomes pouvaient étre une solution
pour soigner les bralures radiologiques. » Un voyage a Singapour a la
rencontre de I'équipe de Sai Kiang Lim (Institute of Medical Biology)
acheve de la convaincre quand elle découvre que les chercheurs les
avaient utilisés pour soigner des brQlures cutanées.

Al'époque, les exosomes commencaient a étre utilisés en médecine
régénérative. Ces vésicules que l'on retrouve dans les fluides biolo-

—————== Fonctionnement du systeme

——————== Potentiel des cellules souches

lIs jouent des réles physiologiques

Les exosomes contiennent des protéines,
des lipides et des acides nucléiques.

Ils servent, d'une part, de voie d'élimination
de ces constituants, d'autre part, de vecteur
de communication entre les cellules,

car leurs constituants sont capables

de modifier la physiologie des cellules

qui les regoivent. Ainsi, ils sont impliqués
dans divers processus tant physiologiques,
comme le systeme immunitaire, que
pathologiques, commme dans les cancers.

immunitaire

Fonctions cardiaques

Fonctions du cerveau

inférieur de différentes lignées de souris, nous avons montré que les
exosomes sont une alternative aux cellules souches pour la réparation
de lésions cutanées radio-induites: ils permettent une revascularisa-
tion du tissu irradié et sa cicatrisation par le recrutement de cellules
inflammatoires. » Cela ouvre la perspective d'une application clinique
a tres grande échelle pour ces brllures radiologiques.

Mais la route est encore longue avant un transfert clinique. Il reste
a faire la démonstration préclinique de lI'innocuité des exosomes
et a préciser leur efficacité thérapeutique par des études précli-
niques sur des cochons. En parallele, subsiste un défi de taille: la
standardisation du processus de culture de CSM et de production
d’exosomes pour assurer une production de grade clinique a
grande échelle. «Aujourd’hui, seule I'équipe de Sai Kiang Lim est
capable d'en produire en quantité importante mais pas dans les
conditions réglementaires frangaises, précise la chercheuse. Pour
assurer cette production nationale pour le traitement des brilures
radiologiques, nous sommes engagés dans un projet financé par
I’Agence nationale de la recherche baptisé Exocet (2017-2021), en
collaboration avec l'inserm et le CTSA. » Malgré ces défis, I'avenir
des exosomes est assurément prometteur.

UN ESPOIR POUR LE SYNDROME
GASTRO-INTESTINAL

En cas d'accident a grande échelle provoguant un syndrome gastro-intestinal,
I'RSN a bon espoir de proposer une thérapie innovante efficace a base
d'exosomes issus de CSM. Les études précliniques sont encourageantes.

giques comme l'urine ou le sang ont longtemps été considérées
comme des déchets cellulaires permettant d'éliminer les protéines
et les molécules indésirables (voir infographie). En fait, elles font bien
plus (2). Sécrétées par la plupart des cellules saines, elles jouent un
réle clé dans la communication entre les cellules ou encore dans le
systeme immunitaire. A contrario, lorsque les exosomes sont secrétés
par des cellules malades, ils participent et amplifient les pathologies,
comme la propagation du cancer par le développement de méta-
stases. lls se révélent néanmoins utiles dans ce cas pour diagnosti-
quer ces mémes maladies en tant que biomarqueurs.

Des études récentes ont d'ailleurs montré que l'effet thérapeutique
des CSM serait majoritairement lié a la sécrétion de ces vésicules
extracellulaires, exosomes en téte. En outre, ceux-ci sont également
faciles a manipuler car leur membrane est rigide et ils présentent
I'avantage de résister a la congélation. Ainsi, ils pourraient étre facile-
ment transportés et stockés pour étre utilisés sur le terrain ou en
situation d'urgence en cas d'un grand nombre de victimes. De plus,
contrairement aux CSM, du fait de leur compatibilité, les exosomes
pourraient étre injectés a de multiples patients.

«En 2013, jai pu lancer nos premieres études précliniques pour
traiter des Iésions cutanées avec des exosomes issus de CSM, en
collaboration avec Sai Kiang Lim, qui produisait les vésicules (4), pour-
suit la biologiste. Sur un modéle de bralure radiologique du membre

«En collaboration avec une équipe ameéricaine financée par les Instituts américains
de la santé (National Institutes of Health ou NIH), nous avons évalué le bénéfice des
exosomes sur des souris soumises a une irradiation du corps entier a des doses
Iétales de 10 Gy (3), explique Radia Tamarat. Résultat. les exosomes augmentent
le temps de survie des animaux;, les dommages de la muqueuse intestinale sont
réduits, la réparation et la régénération de I€pithélium de lintestin gréle, le tissu

a son interface avec [organisme, est stimulé, tout comme la vascularisation. »
Reste a montrer que la technique est applicable a 'humain.

*Le gray (Gy) mesure la dose absorbée, c'est-a-dire la quantité d'énergie cédée
par les particules radioactives a la matiére exposée, par unité de masse. 1 gray
correspond a 1 joule cédé par kilogramme de matiere.
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