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> Les vésicules extracellulaires (VE) proviennent
de cellules eucaryotes et procaryotes et jouent
un role crucial dans les communications inter-
cellulaires. €lles contribuent a la complexité
des milieux biologiques, en particulier celle des
biofluides. De nombreux travaux portent sur le
développement et la mise en ceuvre d’une grande
variété de techniques pour enrichir, isoler, quan-
tifier et caractériser les VE. Néanmoins, d’autres
composants tels que les lipoprotéines ou les
virus, présents dans des échantillons complexes,
peuvent interférer avec la qualification des VE et
rendent difficile la normalisation des approches
biochimiques et physiques a cette fin. Nous
présentons ici les performances des méthodes
de préparation et de caractérisation des VE en
termes de résolution, de discrimination et de
débit. La capacité des techniques a étre ou non
appliquées au domaine clinique, est également
discutée. <

Les vésicules extracellulaires (VE) définissent des
particules naturellement produites par les cellules,
qui sont délimitées par une bicouche lipidique et
ne peuvent se répliquer, car ne contenant pas de
noyau fonctionnel. Ces VE circulent et sont retrou-
vées dans les fluides biologiques : le sang, le liquide
céphalo-rachidien, la salive, 'urine, etc. Du fait qu’un
consensus n’a pas encore émergé pour définir les mar-
queurs spécifiques des sous-types de VE, les « exo-
somes » d’origine endosomale, et les « ectosomes »
qui dérivent de la membrane plasmique (microparti-
cules/microvésicules), assigner un type de VE & une
voie de biogenese particuliére reste tres difficile. Les
sous-types de VE sont donc a considérer selon des cri-
teres physiques, tels que 1) la taille (small €V [sEV],
de diametre inférieur @ 200 nm, et medium/large €V
[m/IEV] dont le diamétre est supérieur @ 200 nm), ou

Les vésicules
extracellulaires

Définition, séparation,
caractérisation

Wilfrid Boireau, Céline Elie-Caille

Institut FEMTO-ST, UMR 6174
CNRS-Université de Bourgogne
Franche-Comté, 25030 Besangon,
France.

wboireau@femto-st.fr

celine.caille@femto-st.fr

la densité (faible, médium ou haute) ; 2) la composition biochimique
(expression de marqueurs : VE positives pour (D63 et CD81, ou VE
réactives & I’annexine A5') ; ou 3) I’origine cellulaire. Les deux types
principaux de VE, exosomes et microvésicules, ne peuvent étre tota-
lement séparés et purifiés [1].

Parmi les différentes VE, les exosomes trouvent leur origine dans
les endosomes des cellules. Les exosomes constituent les VE
ayant la plus petite taille. Le compartiment endosomal, duquel
ils dérivent, est impliqué dans I’endocytose, une voie qui permet
aux cellules d’internaliser des éléments extracellulaires ou mem-
branaires. Cette voie débute par un processus d’invagination de
la membrane plasmique. €lle aboutit a la formation de vésicules
appelées vésicules d’endocytose qui transitent au sein de la cellule
puis fusionnent avec d’autres compartiments cellulaires, les endo-
somes précoces qui fusionnent ensuite avec les endosomes tardifs.
Ces complexes vésiculaires ont alors deux devenirs possibles : soit
retourner a la membrane, les molécules endocytées étant alors
recyclées ; soit fusionner avec des lysosomes et, dans ce cas, les
molécules endocytées seront dégradées. Entre le recrutement
des endosomes précoces et celui des endosomes tardifs, la mem-
brane endosomale est invaginée. Cela conduit a I'accumulation de
nombreuses petites vésicules intraluminales : on parle de corps
multivésiculaires (MVB, pour multivesicular body). Ces MVB ont une
taille d’environ 500 nm. Ils sont remplis de vésicules intraluminales
de tailles comprises entre 50 et 150 nm. Quand les endosomes sont
redirigés vers la membrane de la cellule, les vésicules intralumi-
nales sont libérées dans I'espace extracellulaire. On parle alors
d’exosomes [2].

Vignette (© Guillaume van Niel, Aurélie di Cicco, Graga Raposo, Daniel Levy).
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Regroupant les sEV et les m/I€V, les microvésicules (MV) sont des vési-
cules sécrétées par bourgeonnement de la membrane plasmique, quel
que soit le type de la cellule qui les produit. Les MV les plus décrites
sont celles provenant des plaquettes sanguines, de cellules tumorales
ou de cellules endothéliales. Ces vésicules ont une taille qui varie de
de 50 a 1000 nm. Leur formation repose sur deux mécanismes : un
remaniement des phospholipides membranaires et un réarrangement
du cytosquelette de la cellule. Ces MV renferment ainsi une partie du
cytoplasme de la cellule. Elles sont donc le reflet de I’état d’activation
de leur cellule d’origine, ou de son apoptose ; on parle alors, dans ce
dernier cas, de corps apoptotiques et de petites vésicules apopto-
tiques.

Les techniques pré-analytiques de séparation,
d’isolement et d’enrichissement

Les vésicules extracellulaires sont présentes dans I’environnement
des cellules et des tissus. Elles participent donc a la complexité des
différents milieux biologiques, en particulier des biofluides. Ceux-ci
contiennent en effet des complexes macromoléculaires, des agrégats
ou des particules, dont les caractéristiques de taille ou de densité
recouvrent celles des VE. Cette proximité de structure constitue un
verrou a franchir pour séparer et isoler les VE. €n raison de leur hété-
rogénéité de taille, de concentration, et selon leur mode de biogenése
et leur origine cellulaire, la séparation de ces vésicules extracellulaires
selon leurs sous-types et les sous-populations de VE, représente un
défi majeur.

Dans cette revue, nous examinerons les techniques de référence
utilisées afin d’isoler les VE au sein d’un échantillon complexe (un
surnageant de culture, un biofluide, etc.), les performances et les
limites de ces techniques. Nous présenterons également les approches
émergentes, issues des travaux les plus récents, qui pourraient devenir
a terme les nouvelles techniques de référence.

Les techniques séparatives fondées sur la densité

La technique de centrifugation différentielle permet, étape par étape,
de séparer les divers éléments constituant un échantillon selon "accé-
lération? (g) appliquée, des cellules ou des débris cellulaires jusqu’aux
macromolécules, en passant par les vésicules extracellulaires. Pour
sédimenter les VE de plus petites tailles, des valeurs de 100000 a
200000 x g sont nécessaires. Les protocoles de centrifugation dif-
férentielle incluent des étapes progressives de fractionnement des
échantillons qui permettent de collecter des culots de matériel bio-
logique tout en préservant les surnageants. Ainsi, a partir d’'un milieu
complexe, pourront étre obtenus des culots a 2K, 10K et 100K corres-
pondant, respectivement, a des centrifugations a 2000 x g, 10000 x g
et 100000 x g [3]. Ce processus global requiert un équipement coliteux
et nécessite de longues heures pour le mettre en ceuvre dans sa tota-

? L’accélération (RZB) est donnée par la vitesse de rotation (en RPM) selon la formule : RZB (force relative
centrifuge) = (valeur de gravité : 1,118 x 10°°) x rayon du rotor (en cm) x RPM (vitesse?).
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lité. Il permet, in fine, d’obtenir des fractions enrichies
de VE, mais celles-ci ne sont pas pures.

Afin de contourner les limitations majeures de 'ultra-
centrifugation, des stratégies de précipitation des VE,
par réduction de leur solubilité sous I’action de poly-
meres hygroscopiques, ont été développées. Elles per-
mettent d’augmenter les rendements d’enrichissement
tout en limitant 'utilisation des ultracentrifugeuses
[4]. Le potentiel de ces techniques, disponibles sous
la forme de kits commerciaux, est a relativiser, car la
baisse de solubilité induite conduit a la co-précipi-
tation de nombreuses autres entités biologiques, ce
qui altere les taux de pureté. Les temps d’incubation
restent également trés élevés (jusqu’a plusieurs heures
selon les kits).

€n dépit des différentes limitations évoquées, I'ultra-
centrifugation et la centrifugation différentielle, de
par leur importance comme technique standard en
biochimie des protéines, sont encore les techniques les
plus communément utilisées pour I’isolement des VE,
mais des approches alternatives sont apparues depuis
une décennie.

Les techniques séparatives fondées sur la taille

La chromatographie d’exclusion

La chromatographie d’exclusion par la taille (SEC en
anglais) est une technique classique de fractionnement
d’entités biologiques qui repose sur une séparation
selon la taille de I’objet et/ou son volume hydrodyna-
mique. Une phase chromatographique solide, appelée
phase stationnaire, de porosité contrdlée, permet de
faire varier le trajet d’entités biologiques sous écoule-
ment fluidique. Au grés de I’écoulement au sein d’une
colonne chromatographique, un fractionnement s’opeére
permettant de séparer spatialement et avec une bonne
résolution des entités coexistant initialement dans
le méme échantillon. Le potentiel de la technique est
renforcé par I'aspect accordable de la porosité qui
offre ainsi un large panel de phases solides pour I'appli-
cation visée. La séparation des VE des contaminants
protéiques est obtenue avec des seuils de séparation
inférieurs a 50 nm (les éléments de diameétre inférieur a
50 nm étant retardés dans la phase stationnaire, les VE
sont recueillies plus rapidement dans la phase liquide).
Cette technique, aux contraintes morpho-mécaniques
faibles par rapport a I'ultracentrifugation, offre 'avan-
tage de préserver la structure des VE. Une chromato-
graphie d’exclusion différentielle, qui repose sur une
succession d’étapes de fractionnement de porosité
modulaire, peut étre envisagée afin d’isoler des sous-
populations séparées en fonction de leur taille au sein
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d’un méme échantillon. La limite de cette méthode réside cependant
dans la dilution graduelle de I’échantillon a chaque étape. De plus,
la chromatographie d’exclusion ne permet pas de séparer les VE de
contaminants biologiques ayant une taille équivalente. Cette tech-
nique souffre également d’une faible résolution séparative des sous-
types de VE et est tres dépendante de utilisateur.

Les techniques de filtration

Différentes techniques de filtration sont développées pour isoler et
concentrer les VE, en particulier I'ultrafiltration par centrifugation
(UF) et la filtration par flux tangentiel (TFF). La nano-porosité des
membranes utilisées permet d’éliminer les contaminants des VE grdce
a un seuil de coupure fonction de leur masse moléculaire (en kDa).
La technique de TFF présente I"avantage de limiter le colmatage des
nano-pores des membranes. L'UF séquentielle, qui consiste en une suc-
cession d’étapes de filtration avec réduction progressive du seuil de
coupure, peut permettre I'isolement et I’enrichissement de VE a partir
de fluides biologiques complexes.

Le fractionnement par voie fluidique

Le fractionnement par couplage flux-force (ou flow field-flow fractio-
nation, FFF) s’appuie sur la conjonction de deux phénoménes induits
simultanément et orthogonalement au sein d’une microstructure : un
écoulement laminaire établi au sein d’une chambre (ou canal) micro-
fluidique, et un flux exer¢ant une force latérale de nature hydrodyna-
mique traversant un mur poreux. La séparation des entités biologiques
au sein de la chambre fluidique ou du microcanal s’opere de fagon
différentielle en fonction de leurs coefficients de diffusion. Les VE
de dimension importante subissent les forces de frictions exercées a
proximité de la paroi poreuse (appelée en ce cas mur d’accumulation)
et les VE les plus petites, pour lesquelles le mouvement brownien est
le moins contrarié, se retrouvent distribuées dans le volume du canal,
avec une vitesse de déplacement plus grande. Cette technique s’avere
étre d’une grande modularité, offrant des possibilités accrues de
paramétrage de tri. Elle peut étre couplée en ligne a des techniques
optiques de caractérisation des nanoparticules en solution.

Les techniques séparatives fondées sur les charges

La chromatographie par échange d’ions est la principale technique qui
utilise I’état de charge a la surface des VE, apporté par les composants
membranaires (les lipides) qui sont chargés négativement. Différents
supports anioniques (des billes, des gels, des résines) sont utili-
sés comme phases solides (ou stationnaires) retenant les vésicules
chargées. Apres incubation, ou passage a travers une colonne, les VE
interagissent avec ces phases solides et s’y lient. Apres des étapes
de lavage, les VE liées sont éluées par 'action de solutions aqueuses
capables de rompre les interactions ioniques établies entre les VE
et la phase solide. Si cette technique présente I’avantage de ne pas
engendrer de contraintes physiques sur les VE en comparaison avec la
filtration ou I'ultracentrifugation, il faut s’assurer que les conditions
d’élution (pouvant s’apparenter & un stress chimique) n’impactent
pas I’intégrité des structures des VE ni leurs fonctions biochimiques.
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Enfin une telle approche propose des opportunités de
changement d’échelle dans une perspective de bio-
production. Elle s’avere en revanche peu sélective des
VE dans un milieu biologique trés complexe contenant
des éléments également chargés, en particulier le sang
ou le plasma. €lle est également peu discriminante des
diverses sous-populations de VE.

Des avancées récentes ouvrent une voie originale de
miniaturisation des techniques de piégeage et de trai-
tement in situ, en particulier les techniques d’électro-
phorese appliquées aux VE apres leur lyse, afin d’étudier
le cargo (macro)moléculaire qu’elles contiennent [5].

Les techniques séparatives fondées sur I’affinité

Les techniques décrites précédemment ne proposent
pas de stratégies d’isolement en fonction du mode de
biogenese des VE ou de leur origine cellulaire. Il s’agit
en effet de méthodes utilisant les caractéristiques
physico-chimiques des VE, quelle que soit leur nature.
Cest la raison pour laquelle les techniques sépara-
tives fondées sur le principe de la reconnaissance spé-
cifique entre un ligand (naturel ou synthétique) et sa
cible biologique, ici une entité macro-biomoléculaire
exprimée a la surface des VE, sont parmi les plus uti-
lisées. Limmunoaffinité est largement employée. Elle
utilise des anticorps spécifiques qui ciblent avec une
tres forte sélectivité les protéines membranaires pré-
sentes sur les VE. Les principales cibles appartiennent
a la superfamille des tétraspanines®, en particulier
(D9, CD63 et CD81, qui sont enrichies dans les sVE
(exosomes et petites microvésicules) [6, 7]. L'origine
cellulaire des VE peut également Etre révélée par la
présence dans leur membrane de nombreuses pro-
téines issues de la cellule qui les a produites, comme
la glycoprotéine EpCAM (epithelial cell adhesion mole-
cule) ou des protéines de choc thermique HSP (heat
shock proteins), ce qui ouvre des perspectives de
validation de sous-populations de V€ potentiellement
indicatrices de maladies [8].

Dans cette approche, les ligands sélectionnés sont
immobilisés sur une phase solide (principalement des
billes, des microsphéres et autres supports solides),
puis incubés en présence de I’échantillon. Les V€ intera-
gissant avec ces ligands sont immobilisées, séparées et
isolées des autres constituants. L'étape clé condition-
nant les phases analytiques concerne la libération des
VE immobilisées, opérée par I’utilisation de tampons
d’élution ou par compétition (avec I’antigéne libre

’ Les tétraspanines sont des molécules transmembranaires sans activité
enzymatique intrinséque qui peuvent s’associer entre elles ou avec d’autres
molécules, comme les intégrines ou des protéines de la superfamille des
immunoglobulines.
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en solution), qui n’offrent pas encore, a ce jour, toutes les garanties
sur I'intégrité structurelle et fonctionnelle des VE. Certaines études
s’accommodent du support immuno-chromatographique pour analyser
le cargo macro-moléculaire qu’elles contiennent, d’autres couplent le
dispositif d’immunoaffinité avec un module de bio-détection intégré
[91.

Ces techniques conjuguant rapidité, simplicité et spécificité, offrent
des perspectives prometteuses pour des applications cliniques fondées
sur P'utilisation de sous-populations de VE [10]. Les principaux incon-
vénients résident dans leur colt et la difficulté a utiliser I’éluat pour
des études fonctionnelles. Lutilisation de récepteurs synthétiques,
tels que les aptameéres’, pourrait permettre de surmonter ces limites.
De trés nombreuses techniques séparatives sont donc disponibles
pour purifier les V€, chacune d’entre elles présentant des avan-
tages et des inconvénients qu’il est important d’évaluer compa-
rativement [11]. Une enquéte internationale, réalisée aupres de
la communauté scientifique travaillant sur les VE, a établi la liste
des techniques les plus utilisées (Figure 1) et a permis de mettre
en évidence I'utilisation majoritaire de 'ultracentrifugation dans
les laboratoires [12]. A ce jour, il n’existe pas de consensus sur les
protocoles d’isolement des VE tant les techniques sont nombreuses
et les ressources biologiques variées. Gardiner et al. montre en
effet que 59 % des équipes utilisent des approches combinées,
dont les protocoles peuvent associer jusqu’a six techniques dif-
férentes, pour parvenir, a partir des biofluides les plus complexes
a un isolement adapté a leurs investigations. L'objectif d’une
standardisation des méthodes pré-analytiques est donc pertinent,
en vue de l'utilisation des VE en clinique et, en particulier, pour le
diagnostic et le suivi thérapeutique de patients. Cela constitue un
défi majeur dans le cadre des études fonctionnelles ot la moindre
altération de la structure et/ou de la composition des VE peut
rendre caduque toute étude.

Les méthodes de caractérisation des VE
L'engouement de la recherche pour les VE, combiné aux défis qu’elle

pose, a entrainé le développement et la mise en ceuvre d’une grande
variété d’approches et de techniques pour quantifier ou caractériser

* Les aptameres sont de courts fragments d’ARN ou d’ADN simple brin, principalement obtenus par voie
synthétique, qui ont la capacité de se fixer sur un analyte (ou cible) spécifique.
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Figure 1. Les différentes techniques d’isole-
ment des vésicules extracellulaires (VE). L uti-
lisation des techniques par les laboratoires est
indiquée en % (adapté de [12]).

100

ces vésicules. Aucune de ces techniques, a elle seule, ne
donne cependant I’ensemble des informations permet-
tant de caractériser les VE et leurs sous-populations.
L’hétérogénéité inhérente aux VE, qui se traduit
par la diversité de leurs propriétés biochimiques et
physiques, empéche I’obtention d’analyses globales
fiables et reproductibles a partir d’un mélange
(bulk). Les méthodes de détection et de caractéri-
sation des VE sont donc nécessaires individuellement
et généralement utilisées systématiquement en
complément des autres méthodes, plus rapides, mais
non ciblées.

Les VE peuvent étre caractérisées en fonction de criteres
métrologiques et physico-chimiques : leur taille (distri-
bution de tailles et diamétre moyen), leur concentra-
tion, leur charge, leur morphologie et leur structure.
Des techniques biochimiques et spectroscopiques per-
mettent en outre de définir, de fagon qualitative et
potentiellement quantitative, leur composition et
d’identifier les molécules qu’elles contiennent.

Les méthodes récentes permettant cette identifica-
tion qui sont les plus utilisées sont I'immunoblotting
spécifique de protéines, qui permet de confirmer
I"origine des VE, la microscopie électronique a
transmission (TEM), pour confirmer leur structure,
et I’analyse de suivi des nanoparticules (NTA), pour
quantifier leur nombre et leur distribution de taille
dans un volume d’échantillon [13]. La cytométrie
en flux a également été, durant plusieurs années,
la méthode de référence pour caractériser les
vésicules, bénéficiant alors de sa notoriété et de
son efficacité dans la qualification des sous-types
cellulaires. La cytométrie « directe », sans calibra-
tion dédiée ni utilisation de billes, reste néanmoins
limitée aux grandes vésicules, de taille supérieure
a 200 nm.

Le fort potentiel des VE en recherche (bio)médicale et
les limites des outils analytiques existants ont donc
incité la communauté scientifique a développer de
nouvelles méthodes pour la caractérisation, la discri-
mination et la quantification des VE.
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Contenu moléculaire et phénotypage

L’un des moyens les plus simples de caractériser les échantillons bio-
logiques est de déterminer leur composition protéique. Pour les VE, la
teneur totale en protéines peut facilement étre évaluée a I'aide de
dosages colorimétriques (acide bicinchoninique [BCA]® ou Bradford?)
apres purification et extraction. Bien que fréquemment utilisés, ces
dosages nécessitent de disposer d’échantillons de VE hautement puri-
fiés, puisque les éventuels contaminants protéiques compromettent
évidemment la précision de la mesure. Les méthodes biochimiques les
plus couramment utilisées sont des analyses protéiques convention-
nelles fondées sur la reconnaissance par des anticorps spécifiques
(immunoblotting assay) ou des analyses qui reposent sur la capture de
VE spécifiques par immuno-affinité (immunosorbent assay).
immunoblotting nécessite la lyse préalable des VE purifiées afin
de libérer les protéines qu’elles contiennent. Uextrait obtenu sera
ensuite analysé soit aprés dépot en spot sur une membrane (dot-blot
assay), soit aprés séparation des protéines contenues dans I’extrait
par électrophorése sur gel de polyacrylamide (SDS-PAGE) suivi de leur
transfert sur une membrane (western-blot assay). Dans les deux cas,
les protéines seront ensuite détectées par des anticorps (couplés a
une enzyme ou & un fluorochrome) spécifiques de la ou des protéine(s)
d’intérét. Limmunoblotting est principalement utilisé pour démontrer
la présence de protéines connues pour &tre associées aux VE (CDY,
(D63, Alix [ALG-2-interacting protein X], Tsgl01 [tumor suscepti-
bility gene 101]). Pour les VE isolées a partir de biofluides (urine,
plasma, etc.), I'ISEV (International Society for Extracellular Vesicles)
[1] recommande néanmoins une quantification supplémentaire des
contaminants protéiques couramment co-isolés avec les VE (apoli-
poprotéines, albumine, etc.) afin d’évaluer leur pureté. Il est & noter
que la cytométrie en flux conventionnelle utilise trés souvent des billes
couvertes d’anticorps pour piéger et ainsi détecter les VE, uniquement
via leurs protéines membranaires exposées en surface.

Méme si les techniques d’immunoblotting et d’analyse par cytométrie
en flux utilisant des billes sont des méthodes rapides et simples, elles
ne sont que semi-quantitatives et présentent les limites d’un essai
«en bulk » (c’est-a-dire sur un mélange de vésicules) : en effet, elles
ne fournissent pas d’informations sur la teneur en protéines a I’échelle
des VE individuelles et ne discriminent donc pas les sous-populations
de VE présentes au sein de I’échantillon.

Limmunosorbent assay. Ce type d’essais, dérivés des tests classiques
immuno-enzymatiques (ELISA, enzyme-linked immunosorbent assay),
utilisent des anticorps spécifiques des protéines membranaires des VE.
Les vésicules sont généralement capturées sur une surface recouverte
d’anticorps ou de mélanges d’anticorps, ciblant ainsi plusieurs sous-
populations de VE: la technique @MACSPlex Exosome kit, développée
par Miltenyi [14] propose un kit composé de 37 anticorps différents

5 Le principe de la méthode BCA repose sur le fait que les protéines réduisent I'ion cuivrique Cu (1) en
jon cuivreux Cu (1) en milieu alcalin. Uacide bicinchoninique (BCA) est un réactif colorigéne hautement
spécifique pour le Cu (1), qui forme un complexe pourpre ayant une absorption optique maximale & 562 nm.
¢ La forme libre du colorant est rouge. La forme liée & une protéine, par interactions hydrophobes, est
bleue, avec un pic d’absorption @ 595 nm. Le changement d’absorbance est proportionnel a la quantité de
colorant li¢, donc a la concentration en protéines dans I’échantillon.
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pour la capture des VE dont les anticorps anti-CD9,
anti-CD63 et anti-CD81. Les protéines membranaires
d’intérét présentes a la surface des VE capturées, sont
ensuite détectées a I’aide d’anticorps marqués (soit
directement, soit indirectement, avec une enzyme)
idéalement spécifiques d’un épitope différent de celui
reconnu par 'anticorps de capture. L'utilisation d’anti-
corps de capture et de détection implique que seul un
sous-ensemble spécifique de VE, exprimant a leur sur-
face les protéines ciblées, est quantifié et caractérisé
[1,3].

Les analyses multiomiques. De nombreuses études
cherchant a caractériser les fonctions des VE ou se
focalisant sur leur identification comme biomarqueurs,
portent sur le profil macromoléculaire a haute résolu-
tion de leur contenu (protéines, ARN, lipides), en utili-
sant des approches de protéomique, de lipidomique, de
transcriptomique et de métabolomique. Ces différentes
approches de -omiques sont fondamentales pour com-
prendre la composition, la biogenése et la fonction des
VE. La combinaison de multiples mesures de -omiques
permet ainsi d’obtenir une vision beaucoup plus appro-
fondie de la composition et de la fonctionnalité des VE.

Pour identifier ces constituants, par rapport a la tech-
nique de LC-MS/MS conventionnelle (chromatographie
liquide couplée a de la spectrométrie de masse en tan-
dem), les plates-formes analytiques multidimension-
nelles, telles que la spectrométrie de mobilité ionique
(ion mobility spectrometry, IMS)-MS/MS, qui combine
chromatographie liquide, spectrométrie de mobilité
ionique et spectrométrie de masse en tandem, offrent
des améliorations considérables en termes de réso-
lution, de gamme dynamique (ce qui étend le spectre
d’analyse), de nombre d’analytes détectés, et de qua-
lité des spectres de masse obtenus [15, 16].

Métrologie et concentration

Les méthodes les plus courantes pour la détermination
de la taille des VE et leur concentration dans un échan-
tillon utilisent des techniques de lectures optiques ou
électriques indirectes.

La nanoparticles tracking analysis. La taille d’une
particule détermine la vitesse a laquelle elle diffuse
en solution (celle-ci reposant sur le mouvement brow-
nien). Cette relation entre vitesse et taille permet
d’estimer le coefficient de diffusion et la taille des VE,
observées individuellement, en analysant leurs trajec-
toires. Cette approche est connue sous le nom de « suivi
des particules uniques » (ou SPT) et constitue la base
d’une méthode d’analyse trés utilisée et appelée nano-
particle tracking analysis (ou NTA).



Cette méthode est fondée sur I’enregistrement par vidéo des mou-
vements browniens des particules en solution dans un canal ou une
chambre microfluidique. Les particules sont révélées par la lumiere
diffusée (Sc-NTA) ou par la fluorescence émise (FI-NTA). €n analysant
un grand nombre de particules, il est possible d’en estimer la concen-
tration et la distribution métrologique, méme dans des échantillons
polydispersés. Malgré certaines limitations dues notamment @ un
temps d’acquisition court et a une mesure réduite a un plan focal, la
méthode NTA offre une évaluation rapide de la distribution en taille et
de la concentration des VE [17].

La technique tunable resistive pulse sensing (tRPS) détecte et qualifie
des nanoparticules individuelles par mesure du changement de courant
électrique lors de leur passage a travers un nanopore. Lintensité de la
baisse du courant électrique (événement de blocage) peut étre reliée
au volume de la particule [18]. €n I’'absence d’étapes pré-analytiques,
cette méthode est relativement difficile a appliquer pour Panalyse des
VE en milieux biologiques complexes en raison de la présence d’autres
éléments dans le milieu qui peuvent entrainer une obstruction du pore,
ou contribuer également au signal enregistré. €n plus de mesurer la
taille et la concentration des VE, la tRPS peut étre utilisée pour des
mesures précises de la charge de surface (potentiel zéta) des VE, par
la détermination du temps passé par chaque vésicule dans le nanopore
en fonction de la pression et de la tension appliquées. Cette fonction-
nalité est notamment utilisée dans la conception et I’utilisation des
VE pour des applications thérapeutiques potentielles, la charge de
surface des VE jouant un réle important dans leurs propriétés pharma-
cocinétiques [19].

La sensibilité et la précision de la tRPS en font une technique d’intérét
pour étudier les solutions de VE purifiées ou enrichies, mais des efforts
restent nécessaires pour standardiser les protocoles d’analyse par
cette approche.

Morphologie et structure

Uimagerie haute résolution, par microscopie électronique en trans-
mission (TEM et cryoTEM) ou microscopie de force atomique (AFM),
permet de déterminer la morphologie et la métrologie des VE avec une
résolution nanométrique.

Cependant, la principale limitation de P'utilisation de la microscopie
électronique pour des objets biologiques, tels que les VE, réside dans la
nécessité d’un vide pour réaliser 'exploration, ce qui impose la fixation et
le séchage de I’échantillon. Une telle préparation rend difficile la trans-
position des structures que 'on observe aux morphologies réelles des
objets. Afin d’éviter cette déshydratation de I’échantillon, la technique
de cryoTEM est la plus employée pour la caractérisation des VE [20]. Cette
technique repose sur I'imagerie d’un échantillon vitrifié, produit par une
congélation flash (& une température inférieure a — 100 °C), d’un film
ultrafin d’échantillon de VE. Elle permet une imagerie haute résolution
des objets biologiques dans leur état natif. €lle est tres utilisée pour
déterminer I'ultrastructure des VE. limmunomarquage des vésicules par
des nanoparticules d’or biofonctionnalisées permet en outre d’identifier
les sous-populations spécifiques de VE et de les discriminer des autres
particules présentes dans un échantillon biologique complexe.
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Le faible nombre de VE analysées par la microscopie
électronique rend cependant souvent impossible une
caractérisation qui soit représentative d’un échan-
tillon complexe et hétérogene. Pour révéler cette
hétérogénéité de taille, I'initiative minimal informa-
tion for studies of extracellular vesicles de I'ISEV [1]
suggere d’analyser un nombre suffisant d’images de
grand champ, accompagnées d’images de surface plus
réduite, révélant avec une grande résolution les VE
individuelles.

La microscopie de force atomique (AFM) se présente
comme une alternative aux approches optiques et
aux techniques de diffraction électronique pour
I’étude des VE. Cette technique utilise une pointe
souple et fine qui scanne I’échantillon déposé sur
un support, ligne par ligne, en ajustant la distance
entre la pointe et les éléments présents, grdce a
une boucle de rétrocontrdle. €lle permet de carac-
tériser la topographie de I’échantillon et de relever
des informations morphomécaniques (Figure 2). Les
VE peuvent étre examinées aprés avoir été dépo-
sées sur un substrat atomiquement plat, ou aprés
avoir été capturées sur un substrat spécifiquement
fonctionnalisé par des anticorps, des peptides ou
des aptameres, pour caractériser les diverses sous-
populations [21, 22]. Par sa capacité a quantifier
et a sonder simultanément la structure, la biomé-
canique et le contenu biomoléculaire des VE au sein
d’échantillons biologiques complexes, sans besoin de
prétraitement, de marquage, ni de déshydratation,
’AFM est désormais de plus en plus employée afin
de caractériser les VE de fagon fine et multipara-
métrique, dans des conditions physiologiques de
température et de milieu [23].

Approches combinées et émergentes

La plupart des développements se concentrent sur la
combinaison des principes de I'immuno-marquage et de
limmuno-capture, avec des méthodes physiques avan-
cées de détection des VE. Certaines de ces approches
s'intéressent a I'identification de VE individuelle afin
d’obtenir le maximum de données fiables a I’échelle du
nano-objet. D’autres consistent plutot a proposer des
méthodes globales qui soient abordables et fiables pour
une utilisation en clinique.

Méthodes optiques

Les marqueurs lipidiques ou protéiques fluores-
cents, associées aux améliorations des configurations
optiques et des sources lumineuses, permettent désor-
mais, en systémes microfluidiques, de tracer des VE et
de les phénotyper, au moins partiellement, en utilisant
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notamment des approches de fluorescence-based single particle trac-
king (SPT), ou de fluorescence correlation spectroscopy (FCS).
Plusieurs techniques émergentes utilisent également la résonance plas-
monique de surface (SPR). Cette technique permet de détecter avec une
haute sensibilité, sans nécessité de marquage et possiblement en milieu
biologique, des VE et leurs sous-populations, via leur interaction avec
la surface métallique du dispositif biofonctionnalisée avec des ligands
moléculaires. La SPR a été utilisée pour quantifier les VE dérivées de
tumeurs grdce a leur reconnaissance par des ligands spécifiques de pro-
téines qu’elles expriment. La méthode permet également de détecter des
nano-objets uniques, lorsqu’elle utilise des substrats nano-structurés
qui générent des plasmons de surface localisés (local SPR).

La spectroscopie Raman exaltée par la surface (SERS), dérivée de la
spectroscopie Raman, apparait comme une méthode de choix pour
I’analyse biochimique de biomarqueurs faiblement exprimés par les VE.
Plusieurs immuno-essais par SERS de type sandwich (un anticorps ser-
vant de capteur et un autre révélant la molécule ou I’élément fixé) ont
été rapportés. lls consistent a concentrer les VE par immuno-capture
sur des billes magnétiques, puis a les détecter a I’aide de nano-sondes
SERS immuno-marquées. Cette stratégie a permis de développer des
tests multiplexés avec une sensibilité de quelques dizaines de VE par
pl. Limagerie SERS couplée a des méthodes de tri (par diélectropho-
rése, par exemple) rend possible une analyse haut débit de la compo-
sition des VE [24].

La détection optique et le comptage numérique des VE individuelles
sont quant a eux fondés sur I'imagerie interférométrique des VE cap-
turées sur un substrat de silicium biofonctionnalisé. Cette technique
permet d’estimer la taille de la VE grace au contraste que I’on observe.
Cette plate-forme, appelée single particle interferometric reflectance
imaging sensor (SP-IRIS), a ainsi permis, en utilisant les marqueurs
abondants CDY, CD63 et CD81, de multiplexer "analyse et de détecter
notamment la présence de VE exprimant un marqueur neuronal, CD171,
dans le liquide céphalorachidien chez ’lhomme [25].

Méthodes électrochimiques

Le principal avantage des méthodes électrochimiques par rapport aux
approches immunologiques, repose sur leurs limites de détection qui
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Figure 2. Image de microscopie a force atomique
de VE plaquettaires immunocapturées sur une puce
recouverte d’un anticorps anti-CD41. Chaque objet
piégé sur le support fonctionnalisé par I'anticorps
apparait en 3 dimensions, le scan consistant en un
profil topographique de Iimmunopuce (Elie-Caille et

al., résultats non publiés).

sont trés basses. €lles permettent ainsi I’utilisation de
petits volumes d’échantillons et de détecter de faibles
concentrations de VE dans des échantillons fortement
dilués. Cette capacité de détection réduit 'impact des
contaminants (complexes protéiques, lipoprotéines) au
cours de I'analyse des échantillons complexes, comme
le plasma. Cette biodétection par des biocapteurs
électrochimiques peut étre facilement intégrée au sein
de systemes miniaturisés, ce qui pourrait favoriser leur
utilisation en diagnostic clinique. Des méthodes inno-
vantes de capture et de révélation ont également été
développées pour améliorer la sensibilité de détection,
jusqu’a des centaines de VE par millilitre. Des VE de cel-
lules de cancer du sein, retrouvées a une concentration
de 100 particules/ml ont été ainsi détectées par inte-
raction avec des électrodes biofonctionnalisées avec un
anticorps anti-CD81, par differential pulse voltametry
(DPV) et par electrochemical impedance spectroscopy
(€1S). Des méthodes électrochimiques, appelées elec-
tric field-induced release and measurement (EFIRM)
permettent également, apres piégeage des VE sur billes
fonctionnalisées, de détecter et d’analyser, aprés la
lyse de leur membrane, leur contenu intravésiculaire

[26].

Méthodes sur papier

Plusieurs équipes explorent les possibilités de la détec-
tion des VE sur papier. Ces procédures sont simples,
rapides, peu coliteuses et largement disponibles, ce
qui en fait des candidates idéales pour les applications
dans le domaine clinique. Oliveira-Rodriguez et al. ont
ainsi développé un immuno-dosage a flux latéral rapide
dans lequel une membrane de nitrocellulose contenant
une bande « essai » d’anticorps anti-CD9 et anti-CD81
pour la capture des VE est brievement incubée dans une
solution contenant un mélange de VE et de nanoparti-
cules (NP) d’or conjuguées & un anticorps anti-CD63. Les



complexes formés entre les NP et les VE se lient a la bande anti-CD9/
anti-CD81, alors que les NP d’or restées libres continuent de migrer par
capillarité. La forte concentration de NP liées aux VE et immobilisées
sur la bande « essai » entrafnent I’apparition d’une bande colorée
facilement détectable a I'ceil. Cette approche présente une sensibilité
modérée avec une limite de détection de 10° VE/ml [27].

Conclusion

L’'hétérogénéité de taille, de composition et d’origine cellulaire des
vésicules extracellulaires (VE), combinée a la difficulté de les distin-
guer d’autres éléments pouvant interférer avec leur détection, tels que
les lipoprotéines ou les virus, rendent difficiles, encore aujourd’hui,
la normalisation des approches biochimiques et physiques pour leur
caractérisation. Les biofluides complexes accumulent également des
VE de diverses origines cellulaires ou tissulaires. Malgré la grande
variété de méthodes développées et mises en ceuvre, chacune de ces
techniques a son potentiel propre et des performances différentes en
termes de gamme dynamique, de précision, de débit et d’application
pour "analyse de paramétres spécifiques des VE [28]. Des approches
innovantes ultrasensibles et intégrant de multiples étapes (sépara-
tion, sélection, signature spectrale et analyse du contenu vésiculaire
apres lyse) appliquées sur des petits volumes sur puce (lab-on-chip)
ouvrent de nouvelles perspectives dans le domaine des biopsies
liquides, du biomonitoring et de la médecine de précision.
Lengouement de ce domaine de recherche auprés d’une communauté
scientifique grandissante, qui se traduit par une expansion consi-
dérable des travaux de recherche et leur concrétisation industrielle
depuis une décennie ne doit pas occulter la nécessité de mettre en
place une méthodologie d’étude adaptée a ces nanovésicules. Uinves-
tigation a cette échelle nanométrique nécessitera la mise en place
d’outils de standardisation issus des sciences dures qui devront péné-
trer la biologie et la médecine. C’est a ce prix que ce domaine tendra
vers une fiabilité améliorée des analyses et une reproductibilité dans
Iinvestigation des biofluides. ¢

SUMMARY

Extracellular vesicles: Definition, isolation and characterization
Extracellular vesicles (EVs) originate from eukaryotic and prokaryotic
cells and play a crucial role in intercellular communications. They are
found in the environment of cells and tissues, and contribute to the
complexity of different biological media, in particular biofluids. Due
to their high diversity of cell origin, size range, concentration and
composition, EVs offer some of the most important challenges in (pre-)
analytical fields. To tackle these challenges, many works deal with the
development and implementation of a wide variety of approaches,
technologies and methodologies to enrich, isolate, quantify and cha-
racterize EVs and their subsets. Nevertheless, other components such as
lipoproteins or viruses in complex samples, can interfere with €Vs qua-
lification, and make difficult, even today, to standardize biochemical
and physical approaches for this purpose. The present chapter presents
€Vs and the mostly used technics for their isolation and characteriza-
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tion. Performances of methods in terms of resolution,

discrimination, throughput and also ability to be or not

applied in clinics, are also discussed. ¢
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