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Résumé 

Les cellules eucaryotes contiennent un système endolysosomal très organisé de 

compartiments membranaires communiquant entre eux et avec l’extérieur. L’identité de ces 

organelles est définie par des protéines ou des lipides caractéristiques présents à leur surface ou 

leur lumen. La voie d’endocytose joue un rôle central dans l’homéostasie cellulaire non 

seulement en permettant à la cellule d’internaliser des composés de l’extérieur, mais aussi en 

régulant l’utilisation, la dégradation et le recyclage des lipides et protéines. Le cholestérol va 

ainsi être distribué dans la cellule via les endolysosomes. Ce trafic intracellulaire est finement 

régulé, néanmoins il existe des dysfonctionnements endosomaux génétiques, alimentaires ou 

médicamenteux. Ces maladies de surcharge lysosomale entrainent une accumulation de lipides 

et de protéines dans les endolysosomes, conduisant à des perturbations métaboliques, des 

retards neuro-moteurs ou des décès précoces. 

Le Bis(monoacyglycéro)phosphate (BMP) est un phospholipide atypique uniquement 

présent dans les endolysosomes, en particulier au niveau des vésicules internes endosomales. 

Ce lipide joue des rôles essentiels dans la voie endosomale, en participant à la sortie du 

cholestérol des endosomes et en régulant des enzymes du métabolisme lipidique. Cette thèse 

étudie son rôle dans le trafic vésiculaire endosomal. En effet, le BMP en permettant la fusion 

membranaire participe à la dynamique membranaire intraendosomale, favorisant ainsi la sortie 

du cholestérol des endosomes, et la formation des vésicules intraendosomales à l’origine des 

vésicules extracellulaires/exosomes. 

Cette thèse a permis de caractériser le BMP, comme biomarqueur urinaire de 

dysfonctionnement endolysosomal induit par l’anti-arythmique amiodarone chez l’homme. De 

plus, le BMP a été détecté dans des exosomes provenant de différents modèles biologiques ce 

qui permet d’envisager son utilisation comme marqueur de l’origine endosomale des vésicules 

extracellulaires. Enfin, le rôle du BMP dans la formation des exosomes permettant le 

désengorgement des endosomes lors de surcharges endolysosomales a été étudié. Nos travaux 

suggèrent donc l’importance du BMP dans le contrôle de l’homéostasie lipidique en participant 

à la formation des vésicules extracellulaires/exosomes et son potentiel intérêt thérapeutique au 

cours des dyslipidémies. 
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Abstract 

Role of an endosome-specific phospholipid, the 

bis(monoacylglycero)phosphate, in the endosomal 

vesicular trafficking - involvement in dyslipidemia

Eukaryotic cells contain a highly organized endolysosomal system of membrane 

compartments that communicate between them and with the cell outside. The identity of these 

organelles is defined by specific proteins or lipids present on their surface or their lumen. The 

endocytic pathway plays a central role in cellular homeostasis not only allowing internalization 

of material from the outside, but also controlling use, degradation and recycling of lipids and 

proteins. The cholesterol will thus be distributed in the cell via the endolysosomes. This 

intracellular traffic is finely regulated. However, there are genetic, dietary or drug-induced 

endosomal dysfunctions. These lysosomal storage diseases lead to an accumulation of lipids 

and proteins in the endolysosomes, resulting in metabolic disorders, neuromotor delays or early 

death. 

Bis(monoacyglycero)phosphate (BMP) is an atypical phospholipid only present in 

endolysosomes, in particular in internal endosomal vesicles. This lipid plays essential roles in 

the endosomal pathway, by participating in cholesterol exit from endosomes and by regulating 

enzymes of lipid metabolism. This thesis studies its role in endosomal vesicular traffic. Indeed, 

BMP by allowing membrane fusion participates in intraendosomal membrane dynamics, thus 

promoting the release of cholesterol from endosomes, and the formation of intraendosomal 

vesicles at the origin of extracellular vesicles / exosomes. 

This thesis work characterized BMP as a urinary biomarker of endolysosomal 

dysfunction induced by the anti-arrhythmic drug, amiodarone in humans. In addition, BMP has 

been detected in exosomes from different biological models, thus allowing to consider its use 

as a marker for the endosomal origin of extracellular vesicles. Finally, the role of BMP in the 

formation of exosomes allowing the clearing of endosomes during endolysosomal overload was 

studied. Our work therefore suggests the importance of BMP in the control of lipid homeostasis 

by participating in the formation of extracellular vesicles / exosomes and its potential 

therapeutic benefit in dyslipidemia. 
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Introduction 

Les maladies métaboliques sont les 1ére causes de mortalité mondiale. Elles résultent 

notamment du mode de vie moderne associé à la sédentarité, une alimentation trop riche, un 

environnement polluant, auxquels s’ajoutent parfois des problèmes génétiques. L’alimentation 

trop riche en sucres, lipides et protéines, combinée à une activité physique insuffisante est un 

facteur de risque reconnu et de nombreuses études portent sur la régulation de l’alimentation, 

c’est-à-dire des apports équilibrés associant le bon taux et la qualité des nutriments consommés. 

Le laboratoire CarMeN (Cardiovasculaire, Métabolisme, Diabétologie et Nutrition) concentre 

ses recherches sur certaines maladies métaboliques et leurs liens avec les pathologies 

cardiovasculaires (laboratoire CarMeN), dans le but de mieux comprendre les mécanismes mis 

en jeux et développer des outils thérapeutiques. Dans ce contexte général de physiopathologie 

des maladies métaboliques, notre équipe de recherche se concentre sur les déséquilibres 

lipidiques, les dyslipidémies, d’origine génétique, médicamenteuse ou bien liées à 

l’alimentation, qui engendrent une surcharge lipidique, et en particulier une dérégulation de 

l’homéostasie du cholestérol. Le cholestérol peut être synthétisé de novo par les cellules 

notamment au niveau hépatique mais est aussi apporté aux cellules par endocytose des 

lipoprotéines circulantes. Cette voie endosomale est donc essentielle mais peut être perturbée 

lors de maladies métaboliques (diabète, syndrome métabolique) ou bien génétiques (les 

maladies de surcharge lysosomale par exemple). Notre équipe étudie plus particulièrement les 

mécanismes de transport du cholestérol dans la voie endosomale, et plus particulièrement le 

rôle d’un phospholipide spécifique de cette voie, le bis(monoacylglycéro)phosphate. La finalité 

étant de mieux appréhender le trafic endosomal et développer des outils ou stratégies pour lutter 

contre les dyslipidémies de surcharge lipidique.  
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Chapitre 1 : Généralités sur les lipides et les lipoprotéines 

Introduction générale 

Ce chapitre est dédié aux lipides en général, et présente une revue succincte de 

différentes classes de lipides. Parmi eux, les lipides amphiphiles possédant une partie 

hydrophobe et une partie hydrophile ont la particularité de former spontanément des 

membranes biologiques. Les eucaryotes ont utilisé cette propriété pour former des 

compartiments liquidiens (plasma, liquide interstitiel et liquide extracellulaire) ainsi que des 

compartiments intracellulaires (organites cellulaires), qui présentent des conditions différentes 

en pH et en sel.  

1.1 Acides gras et acylglycérols 

Les acides gras sont les lipides les plus simples, ils sont composés d’une chaine 

hydrocarbonée se terminant par une fonction acide carboxylique. Ils existent sous forme libre 

ou estérifiés à un squelette glycérol (tableau 1). Les acides gras sont classés en fonction de leur 

degré d’insaturation, c’est-à-dire le nombre de doubles liaisons qu’ils contiennent. Ils sont 

classés en trois catégories : les acides gras saturés sans double liaison, les acides gras 

monoinsaturés avec une double liaison, et enfin les polyinsaturés ayant au moins deux doubles 

liaisons (tableau 2 à 4).  

Tableau 1: Nomenclature des acides gras et acylglycérols (Fahy et al., 2005, 2009) 

Nom usuel Code nomenclature Nomenclature 

Acides gras FA01 Fatty acids and conjugates 

Monoacylglycérol GL0101 Monoacylglycerols 

Diacylglycérol GL0201 Diacylglycerols 

Triacylglycérol GL0301 Triacylglycerols 

Acide gras saturé FA0101 Straight-chain fatty acids 

Acide gras insaturé FA0103 Unsaturated fatty acids 
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Tableau 2: liste des acides gras saturés 

Nom systémique Nom usuel Nombre de carbone et 

double liaison 

Ethanoïque Acétique 2 :0 

Butanolïque Butyrique 4 :0 

Hexaénoïque Caproïque 6 :0 

Octaénoïque Caprylique 8 :0 

Décanoïque Caprique 10 :0 

Dodecanoïque Laurique 12 :0 

Tetradecanoïque Myristique 14 :0 

Hexadecanoïque Palmitique 16 :0 

Octadécanoïque Stéarique 18 :0 

Eicosanoïque Arachidique 20 :0 

Docosanoïque Béhénique 22 :0 

Tetracosanoïque Lignocérique 24 :0 

Hexacosanoïque Cérotique 26 :0 

Octacosanoïque Montanique 28 :0 

Triacontanoïque Mélissique 30 :0 

Dotriacontanoïque 32 :0 

Tableau 3: liste des acide gras monoinsaturés (non exhaustive) 

Non systémique Nom usuel Nombre de carbone 

et double liaison 

ω 

Cis-9-tetradécènoïque myristoléique 14 :1 Δ9 5 

Cis-6-hexadécènoïque Acide sapiénique 16 :1 Δ6 10 

Cis-7 hexadécènoïque 16 :1 Δ7 9 

Cis-9-hexadécènoïque Palmitoléique 16 :1 Δ9 7 

Cis-6-octadécènoïque Petroselinique 18 :1 Δ6 12 

Cis-9-octadécènoïque Oléique 18 :1 Δ9 9 

Cis-11-octadécènoïque Cis-vaccenique 18 :1 Δ11 7 

Cis-11-eicosenoïque Gondoique 20 :1 Δ11 9 

Cis-13-docosenoïque Erucique 22 :1 Δ13 9 

Cis-15-tetracosenoïque Nervonique 24 :1 Δ15 9 
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Tableau 4: liste des acides gras polyinsaturés (non exhaustive) 

Nom systémique Nom usuel Nombre de carbone 

et double liaison 

ω 

Cis-6-9-

octadecadiénoïque 

Linoléique 18 :2 Δ9,12 6 

Cis-9-12-15-

octadecatriénoïque 

α-linolénique 18 :3 Δ9,12,15 3 

Cis-6-9-12-

octadecatriénoïque 

γ-linolénique 18 :3 Δ6,9,12 6 

Cis-5-8-11-14-

icosatétraénoïque 

Arachidonique 20 :4 Δ5,8,11,14 6 

Cis-5-8-11-14-17-

eicosapentaénoïque 

Eicosapentaénoïque 

EPA 

20 :5 Δ5,8,11,14,17 3 

Cis-4-7-10-13-16-19-

docosahexaénoïque 

Docosahexaénoïque 

DHA 

22 :6 Δ4,7,10,13,16,19 3 

Les acides gras insaturés sont classés en fonction de la position de la première double 

liaison par rapport au groupement méthyl (CH3). On distingue ainsi 3 familles d’acides gras : 

ω-3, ω-6 et ω-9. Par exemple, l’acide oléique C18 :1 est un acide gras ω-9 ou n-9 car la première 

double liaison est sur le 9ème carbone à partir de l’extrémité CH3 (figure 1). 

Figure 1 : Nomenclature des acides gras :cas de l’acide oléïque :  A : selon classification chimique en numérotant 

les carbones à partir du groupement carboxyl –COOH terminal  et la position du 1er carbone d’une double liaison 

représentée par symbole Δ; B :  selon la nomenclature physiologique (nutritionnelle) ω (ou n) à partir du méthyl -CH3 

terminal 
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Figure 2: Exemples d'acide gras saturé, mono et poly insaturé : A : acide octadécanoïque ; B : acide Cis-9-

octadécènoïque ; C acide : Cis-6-9-octadecadiénoïque 

Dans la nature, les doubles liaisons des acides gras sont majoritairement des doubles 

liaisons cis (van Meer et al., 2008). Ces doubles liaisons vont générer des courbures dans la 

chaine aliphatique des acides gras. Ceci induit une augmentation de la fluidité membranaire due 

à un encombrement stérique plus important des acides gras insaturés (estérifiés dans des 

phospholipides membranaires), comme nous le verrons dans le chapitre 5.  

Les acides gras insaturés sont reconnus pour jouer un rôle de protection au niveau 

cardiovasculaire (Barry & Dixon, 2021; Djuricic & Calder, 2021). Néanmoins, une 

surconsommation d’aliments riches en acides gras ω-6 conduit à une augmentation des risques 

cardiovasculaires (Mariamenatu & Abdu, 2021).  Ces informations ont mis à jour que le plus 

important n’est pas d’avoir une alimentation riche en acides gras ω-3, ω-6, ω-9, mais que le 

ratio ω-3/ω-6/ω-9 soit conservé. Le ratio ω-6/ω-3 est d’environ 3 (figure 3) (Mariamenatu & 

Abdu, 2021). De plus, les désaturases des mammifères ne peuvent introduire de doubles liaisons 

après le carbone C9. Les acides gras ayant des doubles liaisons après le carbone C9 sont donc 

appelés acide gras essentiels, car disponibles uniquement via l’apport alimentaire. On y 

retrouve par exemple, les acides linoléique et α-linolénique (figure3).  
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Figure 3: synthèse des acides gras oméga-3 à partir de l'acide linolénique et des acides gras oméga 6 à partir de 

l'acide linoléique (modifié de Bouvier, 2008) 

Les acylglycérols sont composés d’une molécule de glycérol sur lequel sont estérifiés 1 

à 3 acides gras. Il existe donc 3 acylglycérols : les monoacylglycérols (1 acide gras), les 

diacylglycérols (2 acides gras), les triacylglycérols (3 acides gras) (figure 4). 

Les acylglycérols servent à transporter les acides gras via les lipoprotéines mais aussi à 

les stocker. En effet, les acylglycérols sont la forme de stockage des acides gras dans les 

gouttelettes lipidiques, dans les adipocytes (tissu adipeux). Les acides gras sont une source 

d’énergie très importante de l’organisme via la béta-oxydation. 

Figure 4: structure des acylglycérols : A :monoacylglycérol ;B :diacylglycérol ;C :triacylglycérol 
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1.2 Glycérophospholipides/Phospholipides 

1.2.1  Structure / nomenclature 

Les glycérophospholipides sont connus sous le terme générique phospholipides (PL). 

Dans cette thèse, nous utiliserons le terme phospholipides pour une meilleure compréhension. 

Les phospholipides sont constitués d’un squelette de glycérol sur lequel sont estérifiés 2 acides 

gras en position sn-1 et sn-2 (sn est la numérotation stéréochimique propre au glycérol et ses 

dérivés). Sur le carbone sn-3 du glycérol est estérifié par une liaison phosphodiester un 

groupement phosphate, qui est lui-même relié à différents groupements chimiques,  permettant 

de classifier les phospholipides en différentes classes (Fahy et al., 2005, 2009).  (Tableau 5) 

Tableau 5: classification des phospholipides (Fahy et al., 2005, 2009) 

Nom usuel Code 

nomenclature 

Nomenclature 

Acide phosphatidique GP10 Glycerophosphates 

Phosphatidylcholine GP01 Glycerophosphocholines 

Phosphatidyléthanolamine GP02 Glycerophosphoethanolamines 

Phosphatidylsérine GP03 Glycerophosphoserines 

Phosphatidylglycérol GP04 Glycerophosphoglycerols 

Phosphatidylinositol GP06 Glycerophosphoinositols 

Bis(monoacylglycéro) 

phosphate 

GP0410 Monoacylglycerophosphomonoradylglycerols 

Cardiolipine GP12 Glycerophosphoglycerophosphoglycerols 

La figure 5 représente les structures de ces différentes classes, les groupes R 

représentant les acides gras estérifiés sur les différents phospholipides. Les phospholipides sont 

aussi présents sous la forme de lysophospholipides qui ne possèdent qu’un seul acide en 

position sn-1 ou sn-2. Ils proviennent de l’hydrolyse des phospholipides par les phospholipases 

A1 et A2, mais aussi de la synthèse de novo des phospholipides. 

Dans cette thèse, nous évoquerons uniquement les phospholipides pour lesquels les 

acides gras sont liés par des liaisons esters : on parle de forme diacyle de phospholipides. 

Cependant, il existe des phospholipides qui ont des liaisons alkyles (-O–CH2-CH2-R) 

permettant de greffer un acide gras sur un glycérol ; cette liaison est spécifique des 
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phospholipides des archées (Caforio & Driessen, 2017). Il existe les plasmalogènes qui sont 

des phospholipides dont l’acide gras est lié par une liaison alkenyl (–O-CH=CH-R). Les 

plasmalogènes ont de nombreuses fonctions cellulaires, par exemple ils jouent le rôle de 

réservoir d’acide gras polyinsaturés comme l’acide docosahexaénoïque (DHA) et l’acide 

arachidonique(Almsherqi, 2021; Braverman & Moser, 2012; Dorninger et al., 2015). De par 

leur teneur en acide gras insaturés ils jouent un rôle dans la fluidité membranaire et la formation 

de vésicules. 
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Figure 5: Structures des principaux glycérophospholipides 
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1.2.2 Le polymorphisme des formes moléculaires des phospholipides 

Dans un milieu aqueux, les PL vont spontanément se regrouper et former des structures 

(membranes) selon leur structure chimique et le milieu environnant (pH, sels, cations, 

température...) (de Kroon et al., 2013; van den Brink-van der Laan et al., 2004). Les PL sont 

classés selon trois formes géométriques différentes : cylindrique, conique et conique inverse. 

Ces formes sont définies en fonction de la surface de la tête polaire (partie polaire) par rapport 

à la surface des chaines d’acides gras (partie apolaire). Lorsque la surface de la partie polaire 

est proche ou égale à celle de la partie apolaire, on parle de phospholipide ayant une forme 

cylindrique (figure 6 B). Dans cette catégorie, on retrouve les phospholipides neutres 

(zwitterions) comme les phosphatidylcholines (PC) qui ont une grosse tête polaire. Les 

lysophospholipides qui ne possèdent qu’un acide gras, ont une surface polaire plus grande. Ils 

sont donc sous forme conique inverse comme les lysoPC (figure 6 A). Les autres PL qui ont 

une tête polaire beaucoup plus petite que leur partie apolaire, ont une forme conique comme la 

cardiolipine (CL) en présence de cations divalents (Ca2+) ou les phosphatidyléthanolamines 

(PE) selon la longueur et l’insaturation de leurs chaines acyles et la température (figure 6 C). 

Les PL cylindriques forment des bicouches lipidiques lamellaires similaires aux 

membranes biologiques (figure 6 B). Les phospholipides coniques forment des structures non 

lamellaires avec leur tête polaire vers le centre, appelées aussi phases hexagonales (HII) 

inversées (figure 6 C). Quant aux PL coniques inverses, ils forment des micelles avec leur tête 

polaire vers l’extérieur de la micelle (figure 6 A).  

Figure 6: schéma du polymorphisme des lipides A : forme conique inverse, entraine la formation de micelles, B : 

forme cylindrique, formation de bicouche ; C : forme conique, entraine la formation de phase hexagonale inverse source : 

(de Kroon et al., 2013; van den Brink-van der Laan et al., 2004) 
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Les PL coniques font des courbures négatives de la membrane permettant l’entrée de 

composés dans la cellule comme par exemple lors de l’endocytose. Les PL coniques inverses 

quant à eux font des courbures positives de la membrane permettant la sortie de composés de 

la cellule, comme lors de l’exocytose (de Kroon et al., 2013; van den Brink-van der Laan et al., 

2004). Il est donc normal de retrouver localement des régions riches en PL coniques ou coniques 

inverses dans les membranes biologiques, permettant les échanges entre les différents organites 

cellulaires, entre la cellule et son milieu extracellulaire et enfin entre les organites et le cytosol 

de la cellule. Ces régions sont appelées domaines. Dans les membranes, la balance entre les 

structures lamellaires et non-lamellaires est finement régulée pour conférer une certaine 

flexibilité, qui est importante pour les phénomènes membranaires de fusion, fission et formation 

de pores. 

1.2.3 Rôle des phospholipides 

Les PL sont des composants essentiels des membranes biologiques, qui servent de   

structurant des membranes sous forme de bicouche lipidique, et jouent un rôle déterminant dans 

leurs propriétés biophysiques, telles que leur charge de surface, leur épaisseur, leur fluidité et 

leur courbure (van Meer et al., 2008). De plus, les acides gras estérifiés sur les PL jouent un 

rôle dans la fluidité membranaire. En effet, plus les acides gras sont insaturés plus leur point de 

fusion est bas, diminuant ainsi leur rigidité. De plus comme on peut le constater avec la figure 

7, une double liaison entraine une courbure de la chaine aliphatique de l’acide gras due aux 

doubles liaisons cis majoritaires, entrainant une augmentation de la fluidité membranaire.  
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Figure 7: A : Di-stéarate  PE (1,2-di-stéroyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine)  ; B: Di-oléate  PE (1,2-dioleoyl-

sn-glycero-3-phosphoethanolamine)

Les PL interviennent dans la dynamique membranaire. Ceux de forme conique ou 

conique inverse peuvent réaliser des déformations de la membrane. Cela permet lors de 

l’endocytose ou l’exocytose la formation de vésicules permettant l’échange de métabolites, par 

exemple. Les PE sont regroupés dans des « domaines lipidiques » dans des zones de contact 

réticulum endoplasmique (RE) / mitochondrie permettant l’échange de métabolites.(Ball et al., 

2018) 

Les PL servent de précurseurs pour d’autres PL et constituent une source d’acides gras. 

Par exemple, l’acide phosphatidique est un précurseur d’autres phospholipides comme le 

phosphatidylglycérol. Le PG est le précurseur de la cardiolipine et du BMP (Hullin-Matsuda et 

al., 2007). Les PL peuvent échanger leur tête polaire, permettant par exemple la conversion de 

PE en PC. Les PL sont des donneurs d’acide gras, par exemple l’acide arachidonique, qui après 

hydrolyse par des phospholipases, est le substrat des oxygénases. Les PI, PC (et les PE) sont 

une source importante pour la synthèse des eicosanoïdes (Calder, 2020) impliqués dans 

l’inflammation. Les PL sont aussi des donneurs d’acide gras dans les mécanismes de 

transacylation (remodelage des PL). En effet, les PL sont utilisés pour réacyler les 
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lysophospholipides, à l’aide de transacylase spécifique du donneur ou de l’accepteur des acides 

gras. Il existe 2 voie connues, une voie dépendante du coenzyme A (Sugiura et al., 1988), et 

une voie indépendante du coenzyme A qui est spécifique des acide gras polyinsaturés comme 

les DHA (MacDonald & Sprecher, 1991; Robinson et al., 1985).  

Les phospholipides sont aussi impliqués dans la signalisation cellulaire. Par exemple 

lors de l’apoptose, les PS vont changer de feuillet de la membrane plasmique passant du feuillet 

interne au feuillet externe.  

1.2.4 Distribution tissulaire et cellulaire des phospholipides 

Les PL sont présents dans toutes les cellules, mais leur proportion relative est différente 

en fonction du type cellulaire et des tissus. Les PC sont les PL les plus abondants chez les 

eucaryotes représentant environ 50-60% des PL, puis les PE avec 30% (van Meer et al., 2008) 

puis les autres PL. Au sein de la membrane plasmique, les PL représentent environ 60% des 

lipides (van Meer et al., 2008). Les PC se trouvent majoritairement au niveau du feuillet externe 

de la membrane plasmique, et représentent en fonction du type cellulaire de 35-50% des 

phospholipides.  Les PE, PS et PI sont majoritairement localisés au niveau du feuillet interne 

de la membrane plasmique, et représentent respectivement 25-30%, 10-15%, et 5-8% des PL 

totaux de la membrane plasmique. Les acides gras estérifiés sur les différents PL vont dépendre 

du type cellulaire (voir tableaux ci-dessous).  

La cardiolipine est un PL localisé dans les membranes internes des mitochondries 

(van Meer et al., 2008). Il est fortement représenté dans les cellules cardiaques où il représente 

jusqu’à 15% des PL totaux. Le BMP qui représente seulement 1% des PL totaux dans la 

majorité des cellules atteint jusqu’à 13% dans les macrophages alvéolaires. 

Au sein des familles de PL, il existe les espèces moléculaires. Ces espèces moléculaires 

sont caractérisées par les acides gras estérifiés sur le PL. Par exemple si le BMP a 2 acides 

oléiques, il s’agira de l’espèce moléculaire di-oléate BMP. Un autre exemple si un acide oléique 

est estérifié en position sn-2 d’une PC et l’acide palmitique en position sn-1, il s’agit alors de 

l’espèce moléculaire : 1-palmitoyl-2oléyl-phosphatidylcholine.  
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Les PL ont des compositions en acide gras différentes en fonction des classes de PL, 

mais aussi au niveau tissulaire (Le BMP sera évoqué dans le chapitre 5). Les PL possèdent 2 

acides gras estérifiés en position sn-1 et sn-2 (voir plus loin le cas particulier des 

polyglycérophospholipides comme le BMP). Il est reconnu que les acides gras insaturés sont 

préférentiellement estérifiés en position sn-2 et les acides gras saturés en position sn-1. Les PC 

sont majoritairement constitués d’acide palmitique, stéarique, oléique, arachidonique, 

linoléique et une plus faible proportion de DHA (tableau 6). Les PE sont plus riches en DHA 

et en acide arachidonique que les PC et sont aussi constitués majoritairement d’acide stéarique 

et palmitique (tableau 7). Les PI sont très riches en acide arachidonique (plus que les PC et PE) 

et en acide stéarique (tableau 8). Les PS sont plus riches en DHA que les PC, et sont composés 

en majorité par de l’acide oléique, arachidonique et stéarique (tableau 9). La cardiolipine dans 

le cœur, quant à elle est très riche en acide linoléique (Schlame et al., 1993), contrairement à 

son précurseur le PG qui est riche en acide oléique , stéarique et palmitique (tableau 10). Il y a 

donc un remodelage des acides gras de la cardiolipine après sa synthèse à partir du PG.  
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Tableau 6 - Composition et Position en acide gras du PC dans différents organes (% de chaque acide gras  estérifié 

en position sn-1 ou sn-2 ) ; (lipid MAPS) ;1 :(Wood & Harlow, 1969b) ; 2 : (Kuksis et al., 1969) ; 3 : (Kuksis et al., 1968) ; 

4 :(Marai & Kuksis, 1969) ; 5 : (Yabuuchi & O’Brien, 1968) ; 6 : (Kuksis & Marai, 1967) 

Position Acide gras 

(16 :0) (16 :1) (18 :0) (18 :1) (18 :2) (20 :4) (22 :6) 

Foie de rat1

sn-1 23 1 65 7 1 trace 

sn-2 6 1 4 13 23 39 7 

Cœur de rat2

sn-1 30 2 47 9 11 

sn-2 10 1 3 17 20 33 9 

Poumon de rat3

sn-1 72 4 15 7 3 

sn-2 54 7 2 12 11 10 1 

Plasma humain4 

sn-1 59 2 24 7 4 Trace 

sn-2 3 1 1 26 32 18 5 

Globule rouge humain4

sn-1 66 1 22 7 2 

sn-2 5 1 1 35 30 16 4 

matière grise bovine5

sn-1 38 5 32 21 1 

sn-2 33 4 Trace 48 1 9 4 

Œuf de poule6

sn-1 61 1 27 9 1 

sn-2 2 1 Trace 52 33 7 4 

Tableau 7 – Composition et Position des acides gras du PE dans différents organes (% chaque acide en position 

sn-1 ou sn-2) ; (lipid MAPS) ; 1 :(Wood & Harlow, 1969b) ; 2 : (Holub & Kuksis, 1969) 

Position Acide gras 

(14 :0) (16 :0) (18 :0) (18 :1) (18 :2) (20 :4) (22 :6) 

Foie de rat1 

sn-1 25 65 8 

sn-2 2 11 8 8 10 46 13 

Œuf de poule2 

sn-1 32 59 7 1 

sn-2 1 1 25 22 29 12 
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Tableau 8 - Proportion en acide gras du PI dans différente espèce animales masse %(  % en masse de l’acide gras 

par rapport à la masse totale de PI) ; (lipid MAPS) 1 : (Holub et al., 1970) ;2 : (W. Thompson & MacDonald, 1975) 3 :(Wood 

& Harlow, 1969a) 

Tissu Acide gras 
(16 :0) (18 :0) (18 :1) (18 :2) (18 :3) (20 :3) (20 :4) (22 :3) (22 :5) (22 :6) 

Cœur 

bovin1 

8 40 14 1 1 1 31 1 1 2 

Foie 

bovin2 

5 32 12 6 1 7 23 4 3 5 

Foie 

de rat3

5 49 2 2 4 35 1 

Tableau 9 - Position en acide gras du PS dans différentes espèces animales % de chaque acide gras  estérifié en 

position sn-1 ou sn-2) ; (lipid MAPS) 1 : (Wood & Harlow, 1969a)   ; 2 : (Yabuuchi & O’Brien, 1968) 

position Acide gras 

(16 :0) (18 :0) (18 :1) (18 :2) (20 :4) (22 :6) 

Foie de rat1

sn-1 5 93 1 

sn-2 6 29 8 4 32 19 

Cerveau bovin2

sn-1 3 81 13 

sn-2 2 1 25 Trace 1 60 

Tableau 10 - Composition en acide gras du PG dans des poumons de différentes espèces animales  (% en masse 

de l’acide gras par rapport à la masse total de PG) ; (lipid MAPS) ; (Okano & Akino, 1979) 

Acide gras Espèces animales 

Porc Vache Lapin Cochon d’inde 

(16 :0) 27 34 29 37 

(16 :1) 2 1 3 6 

(18 :0) 21 15 19 18 

(18 :1) 34 37 27 24 

(18 :2) 7 3 8 5 

(18 :3) 1 2 1 2 

(20 :3) 1 1 1 Trace 

(20 :4(n-6)) 3 3 4 3 

(22 :4(n-6)) 1 1 3 2 

(22 :5(n-3)) 1 1 3 1 

(22 :6(n-3)) 1 1 1 1 
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1.3 Les sphingolipides (SL) 

Les sphingolipides sont des composants des membranes. Ils sont composés d’une base 

sphingoïde liée par une liaison amide à un acide gras, (principalement saturé et à longue chaine) 

pour former une céramide. La céramide est la structure de base permettant la synthèse des   SL 

plus complexes, tels que les sphingomyélines avec une phosphorylcholine sur le C1 de la base 

sphingoïde (figure 8). La base sphingoïde majoritaire chez les mammifères est la sphingosine 

possédant une chaine aliphatique en C18. Les SL les plus répandus sont les céramides et les 

sphingophospholipides. Dans les sphingophospholipides on retrouve la sphingomyéline, qui est 

retrouvé en abondance dans la gaine de myéline (Fahy et al., 2005, 2009; van Meer et al., 2008). 

Ces lipides jouent un rôle dans la structuration des membranes. Ils sont regroupés dans 

les radeaux lipidiques où ils sont associés au cholestérol. Ils sont aussi impliqués dans la 

signalisation cellulaire, dans la fluidité membranaire. Leur catabolisme se trouve 

principalement dans les lysosomes.    

Figure 8 : Structure de la sphingosine, d'un céramide et d'un sphingophospholipide : sphingomyéline 
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Tableau 11 - Répartition en acide gras des SM dans différentes espèces animales (% en masse de l’acide gras par 

rapport à la masse total de SM) (Ramstedt et al., 1999)(lipid MAPS) 

Espèce Acide gras 
(16 :0) (18 :0) (18 :1) (20 :0) (22 :0) (22 :1) (23 :0) (23 :1) (24 :0) (24 :1) 

Œuf 66 10 1 4 6 1 2 5 3 

Cerveau 

bovin 

3 42 6 7 3 3 3 6 27 

Lait de 

vache 

14 3 1 1 22 32 5 

1.4 Stérols 

Les stérols ont pour base commune un noyau stérane (figure 9). Chez les mammifères, 

le représentant principal des stérols est le cholestérol (voir chapitre 3, pour le détail sur la 

synthèse, métabolisme, transport). On retrouve dans cette famille des précurseurs du cholestérol 

comme le lanostérol, mais aussi des dérivés du cholestérol comme les oxystérols, les acides 

biliaires et les hormones stéroïdiennes.  

Figure 9: structure du noyau stérane 
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1.5 Lipoprotéines 

Les Lipoprotéines sont des vésicules circulantes dans le sang qui permettent le transport 

des lipides peu solubles en milieu aqueux aux différentes cellules de l’organisme. Elles sont 

constituées d’un cœur hydrophobe et d’une membrane amphiphile (figure 10). Les 

lipoprotéines sont classées en 5 types (tableau 12): 

-Les chylomicrons : elles sont sécrétées dans la lymphe par les entérocytes. Elles

réalisent le transport des lipides issus de l’alimentation vers le foie. 

-Les lipoprotéines de très faible densité (VLDL): elles sont sécrétées dans la circulation

sanguine par le foie et transportent les lipides endogènes (Triglycérides par exemple) vers les 

tissus. 

- Les lipoprotéines de densité intermédiaire (IDL): elles sont issues de l’hydrolyse des

VLDL circulantes. 

-Les lipoprotéines de faible densité (LDL): elles transportent le cholestérol (sous forme

d’ester de cholestérol) du sang vers les tissus. 

-Les lipoprotéines de forte densité (HDL): elles sont produites par les cellules, leur rôle

est de transporter le cholestérol (sous forme d’ester de cholestérol) en excès vers le foie pour 

être être éliminé par les voies biliaires.  

Figure 10 : Structure d’une lipoprotéine (ppt servier) 

Cette thèse est accessible à l'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2021LYSEI098/these.pdf 
© [M. Rabia], [2021], INSA Lyon, tous droits réservés



59 

Tableau 12: tableau récapitulatif des différentes données physico-chimiques des lipoprotéines modifié de 

(Lipidmaps ;  Arnal 2015 ; Bouvier 2008 ;  (Masson, 2009)) 

Chylomicron VLDL IDL LDL HDL 

Densité <0.94 0.94-

1.006 

1,006-

1,019 

1.006-1.063 1.063-1.210 

Diamètre (nm) 75-1200 30-80 27-35 18-27 7-12

Composition lipidique (%massique) 

Triacylglycérol 80-95 45-65 27-35 18-27 7-12

Ester de 

cholestérol 

2-4 16-22 20-30 45-50 12-20

Cholestérol 1-3 4-8 4-8 6-8 3-5

Phospholipides 3-6 15-20 20-24 18-24 26-32

Apolipoprotéines APO C, E 

B48 

APO  

B100,C, E 

APO B100, 

E ; C 

APO B100, APO AI, AII,  

C 

Chapitre 2 : Voie endosomale 

Introduction 

L’apport des nutriments aux cellules est vital. Il permet de renouveler les pools de 

glucides, lipides, protéines et sels présents dans la cellule pour maintenir une homéostasie 

générale permettant un fonctionnement cellulaire normal. Les cellules eucaryotes acquièrent la 

majorité des nutriments (sucres, acides aminés) et des ions grâce à des transporteurs 

membranaires spécifiques. Les composés très hydrophobes ou de grosses tailles, comme les 

protéines et les lipides associées aux lipoprotéines, sont internalisés dans les cellules par 

endocytose, et empruntent la voie endosomale qui va permettre de redistribuer les composés 

internalisés. Cette voie d’endocytose permet aussi l’internalisation de récepteurs membranaires 

au cours des cascades de signalisation cellulaire ou d’agents pathogènes et débris cellulaires 

(phagocytose).   
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2.1 Les processus d’endocytose 

L’endocytose est un terme générique qui regroupe tous les phénomènes permettant 

l’internalisation d’éléments extracellulaires par la cellule. Cette entrée est réalisée par la 

formation de vésicules issues de la membrane plasmique (Doherty & McMahon, 2009). Il existe 

différents mécanismes d’endocytose, qui vont être médiés ou non par des protéines. Ici, nous 

évoquerons uniquement l’endocytose dépendante de la clathrine. D’autres types sont regroupés 

dans le tableau 13. 

Tableau 13 - Caractéristiques morphologiqies et moléculaires des  différents mécanismes d'endocytose (modifié 

de(Doherty & McMahon, 2009) ) 

L’endocytose médiée par la clathrine (EMC) est facilement observable par microscopie 

électronique, ce qui permet de la différencier des autres mécanismes ((Doherty & McMahon, 

2009)). La clathrine est une protéine qui joue un rôle de fondation en formant le manteau de 

clathrine, permettant de stabiliser la formation de vésicules au niveau de la membrane 

plasmique (MP). C’est ce manteau qui peut être observé par microscopie électronique. 
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L’endocytose médiée par la clathrine est caractérisée par deux grandes phases 

morphologiques : 

- La formation de la vésicule entourée de clathrines jusqu’à sa libération : appelé clathrin

coat pit (CCP) en anglais, que l’on pourrait traduire en français par fosse/puits

recouvert(e) d’un manteau de clathrine.

- La séparation des vésicules de la membrane plasmique par fission jusqu’au recyclage

du manteau de clathrine : appelé clathrin coat vesicle (CCV) que l’on peut traduire en

français par vésicules entourées d’un manteau de clathrine.

La première étape de l’endocytose médiée par la clathrine est le recrutement de la

clathrine par différents effecteurs (figure 11). Par exemple, l’Epsine pour les cargos 

ubiquitinilés (Polo et al., 2002), Numb qui reconnait Notch (Santolini et al., 2000) ou bien 

l’adaptateur protéique AP2 qui reconnait des motifs dileucine et tyrosine (Marks et al., 1996; 

Sorkin, 2004), mais il existe aussi d’autres effecteurs / récepteurs qui vont permettre le 

recrutement de la clathrine (voir chapitre 3 pour l’internalisation des LDL par l’endocytose 

médiée par la clathrine). Une fois recrutées, les clathrines vont se polymériser conduisant à la 

déformation de la membrane plasmique et la formation de la CCP contenant les éléments à 

internaliser (Doherty & McMahon, 2009). Certains effecteurs comme AP2, en plus du 

recrutement des clathrines, contribuent à la stabilisation de la CCP (Doherty & McMahon, 

2009). La durée de vie de la CCP est variable. En effet les GPCR (cargos des récepteurs couplés 

aux protéines G) interagissent avec l’actine du cytosquelette permettant de réguler la formation 

de la CCP (Puthenveedu & von Zastrow, 2006). La séparation de la CCP de la membrane 

plasmique est réalisée par la dynamine (Praefcke & McMahon, 2004)  (Praefcke & McMahon, 

2004), qui est recrutée par des protéines ayant un motif BAR (Bin-Amphiphysin-Rvs) comme 

par exemple SNX9 ou bien l’amphiphysine (Lundmark & Carlsson, 2004). La dynamine se 

polymérise entre la CCP et la membrane plasmique entrainant la formation d’un tube.  La 

dynamine est une GTPase qui en hydrolysant une molécule de GTP libère la CCP dans le 

cytosol par constriction du tube, c’est la scission. Cette scission est irréversible (Praefcke & 

McMahon, 2004).  

Une fois la CCP libérée dans le cytosol, elle est appelée CCV.  Cette CCV est ensuite 

libérée de son manteau de clathrine par l’action de l’auxiline et de Hsc70 (Heat Shock Cognate) 
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(Doherty & McMahon, 2009). La vésicule libérée va ensuite fusionner avec un endosome 

précoce et les clathrines sont recyclées à la membrane plasmique. 

Le recrutement des effecteurs et la formation de la CCP a lieu au niveau des cargos qui 

sont reconnus par leurs récepteurs. L’endocytose médiée par la clathrine se réalise à des niveaux 

différents de la membrane plasmique. De par l’hétérogénéité des ligands, récepteurs, éléments 

internalisés, il y a, au même moment dans la cellule, différentes CCP, CCV et donc différents 

endosomes précoces(Doherty & McMahon, 2009).  

Figure 11: Endocytose médiée par la clathrine : 1 : reconnaissance ligand/récepteur ; 2 : recrutement des 

différents effecteurs : clathrines, lipides, protéines (Epsin, Numb …) ; 3 : formation de la CCP et recrutement de la 

dynamine, des protéines BAR (SNX9 par exemple) ; 4 : clivage de la CCP et libération de la CCV, utilisation d’un GTP ; 

5 : recyclage des clathrines par HSC 70, auxilin, utilisation d’un ATP ; 6 :vers la voie endosomale 

Cette thèse est accessible à l'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2021LYSEI098/these.pdf 
© [M. Rabia], [2021], INSA Lyon, tous droits réservés



63 

2.2 La voie endosomale 

Figure 12: Schéma simplifié de la voie endosomale

2.2.1 Caractéristiques des organites 

La voie endosomale est la voie cellulaire ayant le plus gros trafic de métabolites et varie 

en fonction des besoins nutritifs de la cellule. Pour cela, la cellule peut augmenter le nombre de 

compartiments mais aussi leur taille (Huotari & Helenius, 2011; Scott et al., 2014).  Plusieurs 

organites sont retrouvés dans la voie endosomale (figure 12): 

- Endosome précoce (Early endosome) EE

- Endosome de recyclage (Endosome reycling) ER

- Corps multi-vésiculaires (Multi Vesicular Body) MVB

- Endosome tardif (late endosome) LE

- Lysosome

- Endolysosome

L’endosome précoce est le premier organite de la voie endosomale. Les corps multi-

vésiculaires sont les seconds et sont des organites de transition entre l’endosome précoce et 

l’endosome tardif. Les endolysosomes sont aussi des organites de transition entre les 

endosomes tardifs et les lysosomes. Il est difficile de les identifier avec des marqueurs 

protéiques car bien que ces organites soient fonctionnellement différents, un certain nombre de 
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protéines sont communes. Néanmoins, il est possible de les identifier via leur aspects 

morphologiques et physiques(Scott et al., 2014).   

Le pH est un élément très important de la voie endosomale. Tout au long de la voie, le 

pH va diminuer et cette diminution est obtenue principalement grâce à un transporteur de proton 

la VATPase (Scott et al., 2014). Les endosomes précoces ont le pH le plus élevé compris entre 

6,9 et 6,2. Les corps multi-vésiculaires ont un pH d’environ 5,5, les endosomes tardifs ont un 

pH compris entre 5,5 et 5, et enfin, les lysosomes ont le pH le plus faible compris entre 5 et 4,6 

(Scott & Gruenberg, 2011). Ce pH acide est nécessaire pour les activités des enzymes 

hydrolases (lipases, protéases ..) de la voie endosomale (Scott et al., 2014). 

On peut remarquer une différence de protéines Rab pour les endosomes précoces, corps 

multi-vésiculaires et endosomes tardifs. Les protéines Rab pour Ras-related in brain, sont de 

petites protéines G. Chez les eucaryotes, environ 60 Protéines Rab sont connues et sont 

indispensables au trafic endosomal. En effet elles sont impliquées dans la fusion membranaire, 

la formation de vésicules et leurs mouvements intracellulaires (Stenmark & Olkkonen, 2001). 

La maturation de l’endosome se traduit par une modification des protéines Rab : Rab 5  dans 

les endosomes précoces (Raiborg et al., 2002), Rab 5 et Rab 7 dans les corps multi-vésiculaires 

(Rink et al., 2005; Scott et al., 2014) et Rab 7 dans les endosomes tardifs (Scott et al., 2014). 

Le complexe CORVET (Class C core Vacuole/Endosome Tethering factor) dans les endosomes 

précoces est remplacé par le complexe HOPS (Late endosomal/lysosomal homotypic fusion and 

vacuole protein sorting) au niveau des endosomes tardifs (Peplowska et al., 2007).  

La localisation cellulaire des différents organites est aussi un moyen de les distinguer. 

Les endosomes précoces et les endosomes de recyclage sont localisés proches de la membrane 

plasmique. Les corps multi-vésiculaires vont se mouvoir de l’espace proche de la membrane 

plasmique vers l’espace périnucléaire pour fusionner avec les endosomes tardifs. Les 

endosomes tardifs, endolysosomes et lysosomes se trouvent au niveau périnucléaire(Scott et 

al., 2014). Les corps multi-vésiculaires vont aussi pouvoir se mouvoir vers la membrane 

plasmique pour permettre la fusion corps multi-vésiculaires et membrane plasmique pour 

sécréter des exosomes (voir partie exosomes). 

Les endosomes tardifs et les endosomes précoces sont des organites sphériques avec des 

ramifications tubulaires permettant les échanges avec le réseau trans-Golgi (TGN) ou avec les 

endosomes de recyclage permettant le recyclage vers la surface cellulaire. Les lysosomes et les 
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corps multi-vésiculaires sont des organites sphériques. La présence de vésicules intra-luminales 

varie selon les organites en fonction de la capacité d’invagination membranaire vers l’intérieur 

(lumen) des organites (Scott et al., 2014).  Les endosomes précoces ont peu de vésicules intra-

luminales, moins de 10, et ce nombre et leur taille sont dépendants du type cellulaire. Les corps 

multi-vésiculaires ont plus de vésicules intra-luminales que les endosomes précoces qui sont 

plus homogènes au niveau de la taille (environ 50nm). Pour les endosomes tardifs, les vésicules 

intra-luminales sont très hétérogènes en taille, de 30-100nm, et en très grand nombre, plus de 

30 vésicules intra-luminales par endosome tardif (Huotari & Helenius, 2011). 

Les organites ont des fonctions différentes. L’endosome précoce accepte les différents 

éléments issus de l’endocytose. Il joue le rôle d’organisateur en triant les cargos issus de 

l’endocytose qui doivent être recyclés vers la membrane plasmique ou bien dégradés dans les 

lysosomes. Il joue aussi un rôle dans le trafic intracellulaire réalisant des échanges avec le 

réseau trans-Golgi (Huotari & Helenius, 2011; Scott et al., 2014). Les endosomes de recyclage 

(ER) sont des organites de recyclage permettant la réutilisation des molécules endocytées en 

les ramenant à la membrane plasmique ou dans le milieu extracellulaire (Huotari & Helenius, 

2011; Scott et al., 2014). Les corps multi-vésiculaires sont des intermédiaires entre les 

endosomes précoces et les endosomes tardifs et permettent l’apport des cargos destinés pour la 

destruction, vers les lysosomes où des hydrolases sont stockées (Huotari & Helenius, 2011; 

Scott et al., 2014). De plus, ils ont un rôle dans la sortie cellulaire via les exosomes (voir partie 

exosomes). Les endosomes tardifs sont la deuxième voie de sortie de la voie endosomale. C’est 

à partir de ce compartiment, par exemple, que le cholestérol va être distribué dans la cellule 

(voir partie cholestérol). Les endosomes tardifs comme les endosomes précoces vont interagir 

avec le TGN. Les endosomes tardifs maintiennent l’activité des lysosomes en apportant des 

protéines constituantes, des hydrolases, un pH acide. Les lysosomes ont un rôle de dégradation 

permettant la reconstitution de pool de molécules de base comme les acides aminés, les bases 

nucléotidiques etc.  
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2.2.2 De l’internalisation à la destruction : la dynamique du trafic endosomal 

Les cargos arrivant dans la voie endosomale sont rapidement triés pour partir, soit vers 

le recyclage, soit vers la dégradation ou plutôt vers la suite de la voie endosomale (Huotari & 

Helenius, 2011). 

Deux protéines sont utilisées pour étudier le recyclage et la dégradation (Huotari & 

Helenius, 2011): 

-pour la voie de recyclage, la transferrine et son récepteur

-pour la voie de dégradation l’EGF (epidermal growth factor, facteur de croissance

épidermique) et son récepteur qui après ubiquitination, vont être dégradés dans les lysosomes.  

Le pH faiblement acide des endosomes précoces compris entre 6,9-6,2, permet la 

dissociation ligand-récepteur, entrainant le recyclage des récepteurs et la dégradation des 

ligands. C’est le cas des LDL et de leurs récepteurs. L’internalisation des LDL, leur parcours 

dans la voie endosomale et la distribution du cholestérol sont détaillés dans la partie cholestérol 

(Goldstein et al., 1985; Scott et al., 2014).  

Deux voies de recyclages sont possibles. Une voie directe médiée par Rab 4 permettant 

le recyclage direct de l’endosome précoce vers la membrane plasmique (Galvez et al., 2012). 

L’autre voie, une voie indirecte, passe par les endosomes de recyclage, où la protéine Rab 11 

va réguler le recyclage (Galvez et al., 2012).  

En plus du recyclage, les cargos ont une autre voie que la dégradation qui est le TGN. 

Ce trafic endosome précoce - TGN est appelé transport rétrograde (Scott et al., 2014). Ce trafic 

bidirectionnel est médié par des vésicules et est régulé par les rétromères. Ces derniers sont un 

complexe protéique composé de 3 protéines : VPS 35, VPS 26 et VPS 29 (VPS : Vacuolar 

protein sorting, « protéines de sortie vacuolaire ») (Seaman, 2012). Les rétromères vont 

interagir avec des protéines SNX (sorting nexin) (Seaman, 2012). Les protéines SNX 

contiennent un domaine BAR qui va permettre la déformation de la membrane de l’endosome 

précoce et donc la formation de vésicules en direction du TGN(Scott et al., 2014; Seaman, 

2012). Les endosomes précoces ont une très grande activité de fusion, à la fois avec d’autres 

endosomes précoces, mais aussi avec d’autres vésicules : issues du TGN et de l’endocytose. 

Cette activité de fusion est régulée par Rab 5 et les complexes SNAREs (Soluble N-
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éthylmaleimide-sensitive-factor Attachment protein REceptor) (Scott et al., 2014). Les 

complexes SNAREs vont rendre possible la fusion de vésicules avec d’autres vésicules ou des 

organites. Des études ont montré que les SNAREs impliquées au niveau endosomal sont: 

Rabex-5/BAbaptin et VPS34 (Ohya et al., 2009). D’autres cofacteurs sont également impliqués, 

comme les facteurs thetering EEA1 et rabenosyne-5 (Ohya et al., 2009). Les facteurs thetering 

(d’accrochage) sont des protéines qui vont aider à la formation des vésicules ou à l’absorption 

des vésicules. Enfin, un dernier complexe intervient dans ces fusions, c’est le complexe 

CORVET qui n’est présent que dans les endosomes précoces et les corps multi-vésiculaires 

(Balderhaar et al., 2013; Peplowska et al., 2007). 

Pour permettre la transmission des cargos vers le reste de la voie endosomale, les 

endosomes précoces ont une activité d’invagination. Ils peuvent former des vésicules intra-

luminales qui permettent l’internalisation des cargos pour les diriger vers la destruction. Les 

vésicules intra-luminales vont être formées par le complexe Endosomal Sorting Complexes 

Required for Transport (ESCRT) (Henne et al., 2011; Huotari & Helenius, 2011; Scott et al., 

2014). Les protéines humaines constituant les différents complexes ESCRT sont présentées 

dans le tableau 14 (adapté de (Henne et al., 2011). 

Tableau 14- Protéines humaines constituant les différents complexes ESCRT 

Complexes Protéines 

ESCRT-0 HRS / STAM1/2 

ESCRT-I TSG101 / hVps28 / Vps37A,B,C / hMvb12A,B 

ESCRT-II EAP45 / EAP30 / EAP20 

ESCRT-III CHMP6 / CHMP4A,B,C / CHMP3 / CHMP2A,B 

« VPS4 » SKD1 / CHMP5 / LIP5 

Brièvement (figure 13), le début de la formation des vésicules intra-luminales est le 

recrutement du complexe ESCRT-0 (1-2). Ce complexe est recruté par la reconnaissance de 

cargos ubiquitinilés et de domaine FYVE (PtdIN(3)P-Binding site) par sa sous unité HRS. 

ESCRT-0 recrute les complexes ESCRT-I et –II(3). L’association de ces trois complexes 

permet la formation de l’invagination et la séquestration des cargos. Ensuite ESCRT-III est 

recruté, entrainant la désubiquitination des cargos et le désengagement des ESCRT-0, -I, -II. 

Ensuite, ESCRT-III entraine la formation d’un tubule, qui après scission, va libérer dans le 
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lumen de l’endosome précoce, une vésicule appelée vésicule intra-luminale (ILV) (4-5). Enfin, 

ESCRT-III va être éliminée par le complexe VPS4 (6). Cette formation des ILV est la même 

pour les corps multi-vésiculaires et les endosomes tardifs (Henne et al., 2011).  

Figure 13 Formation de vésicules intra-luminales dans la voie endosomale 

Les endosomes précoces vont ensuite migrer de l’espace proche de la membrane 

plasmique, vers l’espace périnucléaire entrainant leur maturation dans un premier temps en 

corps multi-vésiculaires (Huotari & Helenius, 2011; Scott et al., 2014). Cette maturation 

entraine plusieurs changements : les corps multi-vésiculaires perdent leur excroissance pour 

retrouver une forme sphérique ; puis une diminution du pH grâce à la VATPase passant de 6,2 

à 5,5 (Scott & Gruenberg, 2011). Les corps multi-vésiculaires perdent leur faculté de fusion 

avec les autre corps multi-vésiculaires (fusion homotypique) mais acquièrent la capacité de 

fusion avec les organites de la voie de dégradation (Gruenberg, 2001). Au cours de la migration 

vers l’espace périnucléaire, on observe le début des changements protéiques avec le 

remplacement de la protéine Rab 5 par Rab 7, puis du complexe CORVET par HOPS,  régulé 

par un complexe protéique composé de SAND1/MON1-CCZ1 (Kinchen & Ravichandran, 

2010; Poteryaev et al., 2010). Ce changement est progressif induisant une étape où les 2 

protéines Rab et les 2 complexes sont présents.  

Le mouvement des endosomes précoces, endosomes tardifs et corps multi-vésiculaires 

est effectué le long des microtubules via les kinésines, pour un mouvement vers la membrane 
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plasmique, et par la dynéine pour un mouvement vers la zone périnucléaire (Bananis et al., 

2000; Murray et al., 2000; Soppina et al., 2009) (figure14). Le mouvement vers la zone 

périnucléaire est régulé par la concentration en cholestérol : si la concentration en cholestérol 

est trop faible, la dynéine est inhibée par la protéine ORP1L (OSBP Related protein, OSBP 

oxysterol-binding protein) (Rocha et al., 2009; Vihervaara et al., 2011).  

Figure 14: mouvement des endosomes : 1 : mouvement des endosome vers la membrane plasmique via la 

Kinésine ; 2 : déplacement des endosomes vers l’espace péri nucléaire via la Dynéine 

Les corps multi-vésiculaires ont deux devenirs possibles, soit la fusion avec les 

endosomes tardifs pour la dégradation, soit la fusion avec la membrane plasmique pour la 

sécrétion d’exosomes. 

Selon le type de cargos internalisés, les endosomes tardifs vont pouvoir fusionner avec 

d’autres endosomes tardifs, des corps multi-vésiculaires et des lysosomes (Gruenberg, 2001). 

Les endosomes tardifs vont délivrer des molécules dans la cellule avant de fusionner avec les 

lysosomes. Les endosomes tardifs sont le carrefour du trafic intracellulaire du cholestérol. En 

effet, c’est depuis les endosomes tardifs que le cholestérol va être distribué dans la cellule. Les 

mécanismes de distribution seront présentés dans la partie cholestérol. Les endosomes tardifs 

ont un nombre important de vésicules intra-luminales et de taille très variable allant de 30-

100nm (Scott et al., 2014). 
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Morphologiquement, les endosomes tardifs sont très hétérogènes et leur forme varie en 

fonction du type cellulaire. Ils sont sphériques avec des excroissances, comme les endosomes 

précoces, et vont contenir des structures multi-vésiculaires (Scott et al., 2014).  

Les ILV des endosomes tardifs ont des compositions différentes en lipides et protéines 

(Scott et al., 2014). Cependant un phospholipide, le BMP est majoritairement présent dans ces 

ILV (Kobayashi et al., 1998). Ce dernier joue un rôle dans la formation des ILV issues de 

l’invagination de la membrane limitante vers le lumen des endosomes (Gruenberg, 2020; 

Hullin-Matsuda et al., 2009; Matsuo et al., 2004; Scott et al., 2014), ainsi que dans leur transport 

rétrograde vers l’extérieur des endosomes après fusion avec la membrane limitante. Ce 

transport rétrograde est régulé par le BMP et ALIX (Alg-2 interacting protein x), une protéine 

associée au complexe ESCRT (Dikic, 2004; Falguières et al., 2009; Matsuo et al., 2004). Il peut 

être détourné par les virus notamment pour échapper à la dégradation lysosomale et est appelé 

back fusion (Abrami et al., 2013; Gruenberg, 2020; Gruenberg & van der Goot, 2006; Le Blanc 

et al., 2005; Luyet et al., 2008).  

A terme, les endosomes tardifs vont fusionner avec les lysosomes pour former un 

organite hybride : l’endolysosome (Huotari & Helenius, 2011; Scott et al., 2014). Les 

endosomes tardifs fournissent aux lysosomes des hydrolases, des ions, un pH acide, et des 

protéines structurales comme les LAMP (Scott et al., 2014). Pour protéger leurs membranes 

limitantes des hydrolases intraluminales, les endolysosomes sont entourés d’une couche 

protectrice le glycocalyx (Peters & von Figura, 1994; Schulze et al., 2009), constitué de 

glycoprotéines. Ces protéines fortement N-glycosylées sont regroupées en deux familles, les 

protéines LIMPs (lysosomal integral membrane proteins) et LAMPs (lysosomal 

associatedmembrane proteins) (Carlsson et al., 1988; Schulze et al., 2009).  Etant présentes sur 

les endolysosomes, les endosomes et les lysosomes, elles ne permettent pas une identification 

claire de ces organelles.  

Comme vu précédemment, il y a peu de différence protéique entre les endosomes tardifs 

et les lysosomes. Néanmoins, les lysosomes sont sphériques, plus denses aux électrons et plus 

denses de façon générale, ce qui permet de les différencier (de Duve, 2005; Scott et al., 2014). 
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Figure 15: Différents acteurs de la voie endosomale 

2.3 Dysfonction endolysosomal 

2.3.1 Introduction générale 

Il existe trois types de maladies de surcharge lysosomale, parfois appelées aussi 

phospholipidoses en raison de l’accumulation massive de PL intracellulaires:  

- Les maladies de surcharge lysosomale génétiques, comme par exemple la maladie de

Niemann-Pick de type C (NPC),

- Les maladies de surcharge lysosomale médicamenteuses induites par des agents

pharmacologiques comme l’amiodarone ou la chloroquine,

- Les maladies de surcharge lysosomale « alimentaires » dues à une consommation élevée

en lipides comme lors des syndromes métaboliques et l’athérosclérose.
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2.3.2 Maladies de surcharge lysosomale génétiques 

Les maladies de surcharge lysosomale génétiques sont aussi appelées LSD pour 

Lysosomal Storage Disorder. Elles sont dues à une modification ou à une inactivation de 

l’activité enzymatique dans une voie du métabolisme lipidique. Généralement, les enzymes 

inactivées sont présentes dans le compartiment endolysosomal. Ils existent de nombreuses LSD 

qui vont généralement toucher des enfants, en les rendant lourdement handicapés (tableau 17), 

incluant la maladie de Niemann-Pick de type C (NPC), de type A et B, la maladie de Gaucher, 

de Fabry (tableau 15). 

Les maladies de Niemann-Pick ont été observées dans les année 1920 par Albert 

Niemann et Ludwig Pick (Vanier, 2010). Elles sont catégorisées en 4 types de A à D en fonction 

du type de lipide augmenté (Vanier, 2010).  La maladie de Niemann-Pick de type C entraine 

une accumulation massive de cholestérol dans les endolyosomes (Pentchev et al., 1994).  

En fonction de l’âge de l’apparition des premiers symptômes, la NPC ne se développera 

pas à la même vitesse. Les symptômes de la maladie peuvent apparaitre chez des jeunes enfants 

d’environ 10 ans, mais parfois, chez des plus jeunes, des adolescents ou encore chez des jeunes 

adultes. Plus la maladie se déclarera tôt, plus l’état du patient se dégradera rapidement. Les 

principaux symptômes de cette maladie sont des troubles moteurs liés à une accumulation de 

cholestérol dans les cellules neuronales. Pour la forme infantile (moins de 10 ans), le principal 

symptôme est une ascite, généralement accompagnée de troubles respiratoires. Elle peut aussi 

être présente sous la forme de retards de développement. Pour les enfants d’environ 10 ans, la 

maladie se caractérise par une démence précoce, des troubles locomoteurs, de l’épilepsie et des 

troubles de déglutition. Pour les adultes, elle se caractérise principalement par des troubles 

neurologiques et une démence. Le cerveau est l’organe contenant le plus de cholestérol en 

condition physiologique, et dans le cas de la maladie de NPC, des troubles du système nerveux 

sont constatés (tableau 15)(Vanier, 2010).  

La maladie est actuellement très difficile à détecter. Au stade précoce de la maladie, il 

n’existe pas de marqueurs biologiques, ni dans les urines, ni dans le sang rendant ainsi le 

diagnostic difficile. La méthode de référence est une biopsie de peau, permettant d’observer 

l’accumulation de cholestérol libre dans les endolysosomes de fibroblastes par marquage à la 

filipine.  
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La NPC est une maladie génétique rare avec seulement un enfant touché sur 120 000 

naissances. La transmission de la maladie est dite autosomique récessive. Les gènes impliqués 

sont ceux codants pour les protéines NPC1 (Carstea et al., 1997) et NPC2 (Carstea et al., 1993). 

Les mutations sur la protéine NPC1 représente 95% des cas de NPC (Vanier et al., 1996). Les 

protéines NPC1 et NPC2 sont indispensables pour le transport du cholestérol issu de 

l’endocytose des LDL des endosomes tardifs vers le reste de la cellule. Le trafic du cholestérol 

cellulaire avec sa sortie des endosomes est détaillé dans la partie cholestérol (chapitre 3).  La 

mutation d’une ou l’autre des protéines NPC entraine une surcharge endosomale en cholestérol 

entrainant un dysfonctionnement cellulaire (McCauliff et al., 2019; Vanier, 2010) (figure16). 

Figure 16: schéma simplifié de la perturbation du trafic intracellulaire du cholestérol en cas de mutation des 

protéines endosomales NPC 1 et/ou NPC 2 (phénotype NPC)
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Tableau 15: liste non exhaustive de LSD modifié de (Platt et al., 2018) 

Maladie (gène) type Conséquence 
Augmentation du BMP 

cellulaire  

Maladie de 

Fabry (GLA) 

Défaut enzymatique de l’ 

α- Galactosidase A, 

diminution du catabolisme 

Accumulation de  

Globotriaosylceramide 
Oui (Meikle et al., 2008) 

Maladie de 

Gaucher 

Défaut enzymatique de la 

β Glucocerebrosidase (β-

glucosidase), 

diminution du catabolisme 

Accumulation de  

glucocerebroside et  

glucosylsphingosine 

Oui (Meikle et al., 2008) 

Maladie de 

Niemann–Pick 

de type A et B 

Défaut enzymatique de la 

Sphingomyéline 

phosphodiesterase, 

diminution du catabolisme 

(sphingomyélinase acide) 

Accumulation de 

Sphingomyélines 
Oui, (Walkley & Vanier, 2009) 

Maladie de 

Niemann–Pick 

de type C 

Mutation des protéines 

NPC 1 et/ou NPC 2 

entrainant un défaut du 

transport intracellulaire du 

cholestérol 

Accumulation de cholestérol et 

sphingolipides 

Oui  (Meikle et al., 2008), 

(Walkley & Vanier, 2009) 

Maladie de 

Sandhoff b 

Défaut enzymatique de β- 

Hexosaminidase, 

diminution du catabolisme 

Accumulation de  

ganglioside GM2, de 

glycolipide GA2 et d’autres 

oligosaccharides 

Oui (Akgoc et al., 2015) 

Mucopolysaccharidose (MPS) 

MPS I 

Défaut enzymatique de 

l’α- L-Iduronidase, 

diminution du catabolisme 

Accumulation de Dermatane 

sulfate et d’héparane sulfate 

(polysaccharide) 

Oui (Meikle et al., 2008) 

MPS II, 

Défaut enzymatique de 

l’Iduronate 2-sulfatase, 

diminution du catabolisme 

Accumulation de Dermatane 

sulfate et d’héparane sulfate 

(polysaccharide) 

Oui (di-DHA BMP) (Meikle et 

al., 2008) 

MPS IIIA, 

Défaut enzymatique de la 

N- Sulfoglucosamine,

sulfohydrolase

diminution du catabolisme 

Accumulation d’héparane 

sulfate (polysaccharide)) 
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2.3.3 Maladies de surcharge lysosomale médicamenteuses 

Les maladies de surcharge lysosomale médicamenteuses ou phospholipidoses 

médicamenteuses sont provoquées par une famille de molécules chimiques appelée CAD pour 

Cationic Amphiphilic drugs, ou médicaments cationiques lysosomotropiques (Breiden & 

Sandhoff, 2019) (Figure18). Ces molécules sont composées d’une partie hydrophobe, 

généralement constituée de cycle aromatique et d’une partie hydrophile et sont chargées 

positivement. Ces médicaments sont beaucoup prescrits bien qu’ils aient de très importants 

effets secondaires. C’est le cas de l’amiodarone un anti arythmique très utilisé,  qui, par la 

présence d’iode dans sa structure a un tropisme pour la thyroïde entrainant une dysthyroïdie 

dans 20% des cas (Basaria & Cooper, 2005; Tsang & Houlden, 2009). On retrouve aussi une 

atteinte hépatique et respiratoire (Florek & Girzadas, 2021). La chloroquine (et 

l’hydroxychloroquine) utilisée contre le paludisme et plus récemment aussi contre la Covid-19, 

peut être mortelle en cas de surdosage puisque la limite entre dose mortelle et dose 

thérapeutique est très faible.  Les CAD de par leur structure amphiphile traverse très facilement 

les membranes cellulaires, et leur charge positive les dirige naturellement vers les 

compartiments acides des cellules c’est-à-dire les endolysosomes (Breiden & Sandhoff, 2019). 

Ces molécules vont ainsi s’accumuler dans ces organites car leur dégradation est très longue, 

plusieurs mois pour l’amiodarone et l’hydroxychloroquine. Le mécanisme d’action des CAD 

entrainant une phospholipidose n’est pas clairement établi, et pourrait dépendre de la molécule 

en elle-même. Néanmoins trois mécanismes communs ont été proposés (Abe & Shayman, 

2009) 

- Une action directe de la molécule CAD sur une protéine indispensable à la fonction des

endolysosomes, comme l’inhibition directe de l’activité phospholipase lysosomale en

se fixant sur son site actif ;

- Une modification du pH des endolysosomes, empêchant ainsi les enzymes acides de

dégradation de fonctionner par augmentation du pH en raison de l’accumulation de la

forme ionisée de la CAD,

- Une neutralisation de la charge négative des phospholipides membranaires due à la

fixation de la CAD empêchant l’interaction avec la phospholipase lysosomale

(mécanisme alternatif d’inhibition indirecte de l’activité phospholipase lysosomale)
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Le diagnostic d’une phospholipidose induite par les CAD nécessite une biopsie pour 

observer la présence de corps multilamellaires dans les cellules par microscopie électronique 

(figure17). Il est donc urgent de pouvoir identifier des marqueurs sanguins ou urinaires 

permettant de suivre l’apparition des signes de phospholipidoses, pour décider de l’arrêt du 

traitement médicamenteux.  

Figure 17 : cliché de microscopie électronique de maladie de surcharge lysosomale (Breiden & Sandhoff, 2019); 

A : Macrophage alvéolaire de rat traité par le chlorphentermine observation de nombreux corps multilamellaires (Hook, 

1991) ; B : corps multilamellaire d’une cellule chromaffine de rat traité par le 1 chloro-amitriptyline (Lüllmann et al., 

1978). 

Figure 18: Liste non exhaustive de Cationic Amphiphilic drugs
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2.3.4 Maladies de surcharge lysosomale alimentaires 

Les maladies de surcharge lysosomale alimentaires, dues à une alimentation riche en 

lipides, incluent par exemple l’athérosclérose, l’obésité ou la stéatose hépatique non alcoolique 

(NASH).  

L’athérosclérose est une « maladie » touchant tout le monde. En effet, les dépôts 

lipidiques caractéristiques de l’athérosclérose débutent dès l’enfance, mais les premiers 

symptômes n’apparaissent que vers 40-50ans (NSFA). Elle est à l’origine des maladies 

cardiovasculaires qui représente environ 30 % des morts dans le monde (WHO). En France, les 

maladies cardiovasculaires représentent environ 150 000 morts par an, dont 120 000 infarctus 

(FRM). L’athérosclérose est aussi responsable d’environ 150 000 accidents vasculaires 

cérébraux en France par an (FRM) . L’athérosclérose est une « maladie » liée à un désordre 

lipidique associé à un fort contexte inflammatoire (Frostegård, 2013; Kobiyama & Ley, 2018; 

Libby et al., 2019).  

Elle se caractérise par des dépôts lipidiques (plaque d’athérome) au niveau des artères, 

qui résultent notamment d’anomalies de l’homéostasie du cholestérol issu des LDL au niveau 

des macrophages (Figure 19 et 20). 

Les LDL circulantes sont les lipoprotéines qui permettent d’amener le cholestérol 

exogène aux cellules, via la circulation sanguine. L’athérosclérose s’accompagnant d’un stress 

oxydant, les LDL vont être oxydées par un mécanisme qui n’est pas encore totalement élucidé 

(Navab et al., 2004). Ces LDL oxydées vont se déposer en agrégats dans l’intima des vaisseaux 

sanguins (Williams & Tabas, 1995), déclenchant une réaction inflammatoire entrainant le 

recrutement des monocytes circulants (Libby et al., 2019, 2019). Ces monocytes vont traverser 

la paroi vasculaire par diapédèse pour aller dans l’intima des vaisseaux et se différencier en 

macrophage. Les macrophages vont ensuite capter et phagocyter les dépôts de LDL oxydées. 

Cette captation s’effectue via les récepteurs scavenger (Kunjathoor et al., 2002; Moore et al., 

2013) de façon non régulée contrairement à la captation via les LDL-R (récepteur aux LDL), 

entrainant une entrée massive de LDL oxydées. A cela s’ajoute une diminution de l’efflux du 

cholestérol des macrophages via les HDL(Navab et al., 2004) (figure 20) , résultant en une 

surcharge en cholestérol dans les cellules, au niveau des endosomes mais aussi sous la forme 

de gouttelettes lipidiques. Les macrophages qui sont gorgés de cholestérol, sont appelés cellules 
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spumeuses et se déposent peu à peu dans l’intima des cellules, s’agrégeant jusqu’à diminuer la 

lumière des vaisseaux sanguins (Williams & Tabas, 1995). Ce dépôt est appelé plaque 

d’athérome (figure 19). A terme ces plaques peuvent se rompre entrainant des infarctus, des 

accidents vasculaires…. Pour le traitement, des régimes alimentaires pauvre en lipides sont 

proposés, des traitements chirurgicaux, ou des traitements hypocholestérolémiants comme les 

statines. En ce qui concerne le diagnostic, la première étape est d’analyser le rapport entre les 

HDL et les LDL circulantes qui n’est pas représentative de l’évolution de l’athérosclérose.  

Ensuite des examens plus complexes et invasifs peuvent être réalisés pour visualiser la 

formation des plaques d’athérome.  

Figure 19: formation de la plaque d'athérome 

Figure 20: Entrée dérégulée des LDL oxydées et modification du trafic intracellulaire du cholestérol
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Chapitre 3 : Cholestérol 

Introduction 

Le cholestérol est un lipide qui a été découvert par François Poulletier de la Salle en 

1758 dans des calculs biliaires. Le cholestérol est souvent décrié pour son risque athérogène. 

En effet, un régime riche en cholestérol est associé à une augmentation des risques de 

« maladies » cardiovasculaires dont l’athérosclérose. Néanmoins le cholestérol est bénéfique, 

en effet il est présent dans les membranes des cellules, il est le précurseur des hormones 

stéroïdiennes et de certains acides biliaires. 

3.1 Informations génériques sur le cholestérol 

3.1.1 Synthèse et structure 

Le cholestérol peut être synthétisé par toutes les cellules de mammifère, mais 50% de 

la biosynthèse de cholestérol est réalisée par les hépatocytes (Luo et al., 2020). Le cholestérol 

est synthétisé à l’issue de 20 réactions enzymatiques successives en prenant comme premier 

précurseur l’acétyl-CoA. Ces enzymes sont localisées dans le RE des cellules. La synthèse du 

cholestérol est présentée dans la figure 21.  

L’HMG-CoA réductase est l’enzyme clef de la synthèse de cholestérol. En effet, elle 

catalyse la réaction limitante de cette synthèse. Cette étape est donc la clef de la régulation de 

la synthèse de cholestérol in vivo (Luo et al., 2020). Elle est la cible des statines(inhibiteurs) 

qui permettent de diminuer la quantité de cholestérol. 

Le cerveau nécessite une quantité importante de cholestérol pour l’homéostasie 

membranaire des différentes cellules le constituant, cependant ce cholestérol ne provient pas de 

l’alimentation ni de la de novo synthèse issue du foie (Pfrieger & Ungerer, 2011). En effet les 

lipoprotéines qui transportent le cholestérol dans le sang sont trop volumineuses pour passer la 

barrière hémato-encéphalique. Le cerveau est autonome en ce qui concerne la production de 

cholestérol. Les astrocytes produisent le cholestérol et le fournissent aux  neurones (Pfrieger & 

Ungerer, 2011).  
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Figure 21: synthèse du cholestérol
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3.1.2 Localisation 

Le cholestérol est présent sous 2 formes dans les cellules : le cholestérol libre et le 

cholestérol estérifié par un acide gras. La majorité du cholestérol libre se retrouve dans la 

membrane plasmique (40%), ensuite dans les endosomes tardifs (lieu de sa distribution 

cellulaire lors d’apport exogène), puis à peu près dans des proportions similaires dans l’appareil 

de golgi, le réticulum endoplasmique puis la mitochondrie (tableau 16). Le cholestérol est 

présent dans toutes les membranes cellulaires. Il joue un rôle dans la fluidité et la dynamique 

des membranes. Il se trouve dans des régions riches en cholestérol nommées radeaux lipidiques. 

Les esters de cholestérol sont une forme de stockage du cholestérol dans le RE où est réalisée 

l’estérification du cholestérol, et dans les gouttelettes lipidiques où sont stockés les esters de 

cholestérol. 

Tableau 16: répartition cellulaire du cholestérol (van Meer et al., 2008) 

Membranes 

/Organites 

Réticulum 

endoplasmiques 

Membrane 

plasmique 

Mitochondrie Appareil 

de Golgi 

Endosome 

tardifs 

Ratio (Cholestérol/ 

Phospholipides 

total) 

0.15 1 0.1 0.2 0.5 

3.2 Homéostasie du cholestérol 

3.2.1 Apport du cholestérol 

Bien que toutes les cellules soient capables de synthétiser le cholestérol, la majorité du 

cholestérol est apportée aux cellules par le biais des lipoprotéines. C’est le cas pour les 

macrophages qui sont capables de capter les LDL circulantes grâce aux LDL-R : récepteurs aux 

LDL. Ce récepteur a été découvert par Goldstein et Brown en 1973 (Goldstein et al., 1985), 

lauréats du prix Nobel de médecine en 1985. Le complexe LDL /LDL-R est ensuite internalisé 

dans les macrophages selon un mécanisme d’endocytose médié par la clathrine (voir partie 

endocytose) et rejoint ainsi les endosomes précoces. Le pH faiblement acide d’environ 6,5 des 

endosomes précoces, permet de séparer spontanément les LDL, des LDL-R(Davis et al., 1987; 

Rudenko et al., 2002). Les LDL sont acheminées vers la voie endosomale tandis que les LDL-
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R sont recyclés vers la membrane plasmique via les endosomes de recyclage (Mesmin & 

Maxfield, 2009). Les LDL sont dégradées dans les endosomes tardifs /lysosomes, permettant 

de libérer leur cœur d’esters de cholestérol qui sont hydrolysés pour libérer du cholestérol libre, 

par la lipase acide lysosomale LAL (Bartuzi et al., 2016; Zanoni et al., 2018). Le cholestérol 

libre va sortir des endosomes tardifs par divers mécanismes, dont un mécanisme dépendant des 

protéines NPC1 et NPC 2 (Infante et al., 2008, p. 2; Kwon et al., 2009; McCauliff et al., 2019; 

Vanier, 2010). NPC2 , présente dans le lumen des endosomes tardifs, transporte le cholestérol 

libre des ILV des endosomes tardifs à NPC1, en coopération avec le BMP (McCauliff et al., 

2019). NPC1 est une protéine transmembranaire localisée dans les membranes des endosomes 

tardifs, elle permet la sortie du cholestérol des endosomes tardifs.  

Des études portant sur le BMP et les protéines ORP (OSBP related protein ; oxysterol-

binding protein) ont montré que la protéine ORP11 en coopération avec le BMP joue un rôle 

dans la sortie du cholestérol des endosomes tardifs mais les mécanismes sont pour le moment 

inconnus (Luquain-Costaz et al., 2020).   

La protéine STARD3 est une protéine membranaire liant le cholestérol qui crée des sites 

de contact membranaire entre l’endosome tardif et le réticulum endoplasmique. Cette protéine 

permet le transfert du cholestérol entre les endosomes tardifs et le réticulum endoplasmique via 

les protéines VAPs (VAMP–Associated Proteins ; Vesicular Associated Membrane Protein) 

(Wilhelm et al. 2017; Wilhelm, Tomasetto, et Alpy 2016). 

Le cholestérol libre issu des endosomes tardifs est dirigé soit vers le RE, soit vers la 

membrane plasmique. Dans le RE, le cholestérol est estérifié par l’ACAT (acetyl CoA 

cholesterol acyl Transferase) (Chang et al., 2009; Luo et al., 2020). Les esters de cholestérol 

ainsi formés sont stockés dans les gouttelettes lipidiques, et peuvent être hydrolysés par la 

cholestéryl ester hydrolase neutre (nCEH)(M. S. Brown et al., 1979; Sekiya et al., 2011) pour 

donner du cholestérol libre qui sera efflué par le biais des transporteurs ABC A1 et ABC G1, 

et capté par les accepteurs extracellulaires ApoA1 ou HDL (figure 22).  

Des études ont montré que le cholestérol libre peut sortir de la cellule sous la forme 

d’exosomes, mécanisme toutefois marginal qui sera abordé dans le chapitre 4 (Strauss et al., 

2010).  
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Figure 22 : distribution intracellulaire du cholestérol 

3.2.2 Régulation cellulaire du cholestérol 

L’homéostasie du cholestérol intracellulaire est très importante pour les cellules. Il y a 

une régulation fine entre la captation, la sortie et la synthèse de novo du cholestérol. 

Quand la cellule est appauvrie en cholestérol, 3 mécanismes peuvent être mis en jeu : 

l’augmentation de la synthèse de cholestérol, l’augmentation de la captation de cholestérol et 

enfin la diminution de l’efflux de cholestérol (figure 23 B).   

SREBP2 (Sterol regulatory element binding protein 2) est une protéine cytosolique qui, 

lorsqu’il y a peu de cholestérol dans la cellule, est dirigée vers le noyau et active la transcription 

des gènes de la synthèse de cholestérol, plus particulièrement celui de l’HMGCoA réductase 

qui est l’enzyme limitante de la synthèse de cholestérol. En parallèle, on observe une 

augmentation du nombre de LDL-R sur la surface cellulaire. Cette augmentation permet 

d’accentuer l’apport de cholestérol exogène aux cellules. D’autre part, les niveaux 

intracellulaires d’ABCG1 et ABCA1 sont diminués permettant de limiter l’efflux de cholestérol 

par les HDL et donc de garder le cholestérol dans la cellule (Luo et al., 2020). 
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A l’inverse quand les cellules sont en excès de cholestérol, elles vont diminuer la 

quantité de cholestérol intracellulaire : en diminuant la synthèse de cholestérol, en limitant 

l’entrée des LDL et en augmentant la sortie de cholestérol (figure 23 A).  

LXR (liver X receptor) est une protéine cytosolique qui est délocalisée vers le noyau 

quand la concentration intracellulaire de cholestérol est trop importante. Les principaux ligands 

des LXR sont des oxystérols, dérivés oxydés qui sont produits lors d’une accumulation de 

cholestérol (Janowski et al., 1996, 1999). Les oxystérols se liant au LXR sont principalement 

ceux d’origine enzymatique (partie 3.3.3). Dans le noyau, LXR inhibe la transcription des 

enzymes de synthèse du cholestérol. L’efflux de cholestérol est accentué par l’augmentation de 

la proportion d’ABCA1 et ABCG1. On observe par ailleurs une diminution du recyclage du 

LDL-R entrainant une diminution de la captation de cholestérol (Luo et al., 2020).  

Un autre mécanisme de régulation du cholestérol a récemment été découvert chez des 

patients atteints d’hypercholestérolémie familiale. Il s’agit d’une régulation extracellulaire par 

le biais de la PSCK9 (proprotein convertase subtilisin/kesin type 9). PSCK9 est une protéine 

circulante d’origine hépatique qui lie les LDL-R et permet, après internalisation, de diminuer 

la concentration de LDL-R à la surface des cellules et donc de diminuer la captation cellulaire 

de cholestérol, augmentant ainsi la concentration sanguine de cholestérol. Contrairement au 

complexe LDL-R-LDL, le complexe PSCK9-LDL-R est irréversible empêchant le recyclage 

du LDL-R et entrainant sa dégradation (Leren, 2014) (figure 23). 
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Figure 23: régulation du cholestérol intracellulaire, A : quantité de cholestérol intracellulaire trop importante 

régulation via LXR ; B : quantité de cholestérol intracellulaire faible régulation via SREBP2 ; * PCSK9 : régulation du 

cholestérol extracellulaire, lors d’une hypercholestérolémie. 
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3.2.3 Devenir du cholestérol 

Le cholestérol est le précurseur de 3 classes de molécules : les oxystérols, les acides 

biliaires et les hormones stéroïdiennes. 

Les oxystérols sont issus de l’oxydation du cholestérol. Cette oxydation peut être 

enzymatique ou non enzymatique. Les oxystérols formés par réaction enzymatique joue un rôle 

dans la régulation de l’homéostasie du cholestérol. Les oxystérols formés par l’oxydation non 

enzymatique du cholestérol jouent un rôle dans l’apoptose cellulaire. Dans la figure 24 se 

trouvent les principaux oxystérols connus. 

Figure 24 : schéma représentant les oxystérols les plus courants et leur formation enzymatique ou non. Ch25h, 

cholesterol 25-hydroxylase, CYP27: cholesterol 27-hydroxylase, CYP46: cholesterol 24-hydroxylase, CYP7A: cholesterol 7-

hydroxylase; ROS, reactive oxygen species. (A. J. Brown & Jessup, 2009) 
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Le cholestérol en excès va être sécrété dans les HDL sous la forme d’esters de 

cholestérol. Les HDL circulantes vont être captées par le foie pour y être éliminées.  

Le cholestérol est le précurseur des acides biliaires. Ces derniers sont produits dans le 

foie et permettent d’améliorer l’absorption intestinale des lipides alimentaires. 

Les cellules productrices d’hormones stéroïdiennes utilisent le cholestérol.  Après 

clivage de sa chaine alkyle, le cholestérol est transformé en prégnénolone, précurseur des 

hormones stéroïdiennes. 

3.3 Pathologies du métabolisme du cholestérol 

Il existe plusieurs troubles liés au cholestérol. Le tableau 17 récapitule certaines des 

maladies génétiques affectant son métabolisme (biosynthèse, captation, trafic intracellulaire). 

Tableau 17 : liste des principales pathologies du cholestérol (Luo et al., 2020) 

Maladie Cause Symptôme Gène impliqué 

Maladie de 

Niemann-Pick 

de type C 

Accumulation de cholestérol 

dans les endosomes due à un 

défaut du transport du 

cholestérol 

Neurodégénerescence; 

élargissement du foie et de la 

rate (ascite) 

NPC1, NPC2 

Dystrophie 

cornéenne de 

Schnyder 

Augmentation de la production 

de cholestérol 

Accumulation de Cholestérol 

dans les cornées; opacification 

des cornées 

UBIAD1 

Syndrome  de 

Smith-Lemli-

Optiz  

Appauvrissement en cholestérol 

et augmentation du 7-

déshydrocholestérol 

Retard psychomoteur; 

malformation foie, reins etc. 

DHCR7 

Hypercholestéro

lémie familiale  

Perturbation de la captation des 

LDL médiée par le LDL 

récepteur  

Cholestérolémie importante 

contenant un grand nombre de 

LDL; maladie coronarienne 

prématurée 

LDLR, APOB, 

PCSK9, ARH 

Maladie de 

Tangier 

Perturbation de l’efflux du 

cholestérol médié  par le 

transporteur ABC A1 

Niveau très bas de HDL et 

d’apoA-I; dépôt important 

d’esters de cholestérol dans les 

tissus riches en macrophages; 

risque accru de maladie 

coronarienne 

ABCA1 

Sitostérolémie Perturbation de l’efflux du 

cholestérol médié  par les 

transporteur ABC G5 et ABCG 

8  

Hypercholestérolémie, et 

accumulation de stérols 

végétaux, maladie 

coronarienne prématurée 

ABCG5, 

ABCG8 
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Chapitre 4 : Les vésicules extracellulaires 

Introduction 

Le terme vésicule extracellulaire (EV) est un terme générique utilisé pour décrire toutes 

les particules constituées d’une membrane lipidique sécrétées par les cellules. Ces membranes 

organisées en bicouche lipidique permettent de protéger le contenu des EV, à destination 

d’autres cellules permettant de transmettre des informations. Les EV sont un moyen de 

communication entre les archées, les bactéries et les eucaryotes. Les EV sont un groupe de 

vésicules très hétérogènes, sécrétées par tous les types cellulaires. (Pathan et al., 2017; Théry 

et al., 2018).  Il existe différentes classes d’EV: les exosomes, les corps apoptotiques, les 

microparticules, les ectosomes et de nombreux autres types  selon le tissu ou la cellule d’origine 

(Gurunathan et al., 2021; Pegtel & Gould, 2019; Théry et al., 2018; T. Yamamoto et al., 2019). 

Les EV vont différer de par leur morphologie, certains marqueurs ou bien leur mode de 

sécrétion (Théry et al., 2018). Néanmoins, elles ont souvent pour fonction de transmettre des 

signaux, de permettre d’éliminer du contenu intracellulaire potentiellement toxique. 

- Les exosomes en tant qu’EV d’origine endosomale seront abordés principalement dans

les parties suivantes (4.2-4.5). 

- Les corps apoptotiques sont des EV issues de la mort programmée des cellules. Leur

formation permet l’activation de la réponse immunitaire et l’élimination des débris cellulaires. 

- Les microparticules sont des EV de taille comprise entre 100-1000 nm. Elles sont

issues du bourgeonnement de la membrane plasmique (Théry et al., 2018; T. Yamamoto et al., 

2019).  

- Les ectosomes sont des EV particulières avec une taille comprise entre 100-350nm

issus du bourgeonnement de la membrane plasmique  (Cocucci & Meldolesi, 2015) sécrétées 

dans certaines conditions (stimulation, concentration de métabolites ou composés à la 

membrane plasmique) et dans certains types cellulaires spécialisés (mélanocytes, cellules 

dendritiques, macrophages..) indépendamment de l’exocytose. Ce processus permettrait de 

libérer rapidement des quantités plus importantes de membrane nécessitant donc des 

mécanismes compensatoires de réparation membranaire.  Les ectosomes sont décrits comme 

des organites intracellulaires directement libérés dans le milieu extracellulaire. Ils ont été 
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observés lors d’étude sur un phénotype NPC2 (Juhl et al., 2021). Dans cette étude, les 

ectosomes permettraient de désengorger la cellule du cholestérol libre accumulé dans les 

endolysosomes. Ce processus particulier de sécrétion est différent de la sécrétion du contenu 

lysosomal observée dans certaines cellules non spécialisées, après fusion du lysosome avec la 

membrane plasmique. Ainsi l’équipe de Gruenberg a montré qu’il existait une sécrétion du 

contenu endo-lysosomal dépendante du calcium(Vacca et al., 2019). 

Ces différentes EV sont présentes dans la majorité des biofluides, et peuvent être 

secrétées par la plupart des cellules. Les méthodes actuelles de purification ne permettent pas 

d’obtenir des échantillons purs pour chaque classe d’EV. Il est donc nécessaire de standardiser 

les méthodes de purification et d’analyse des EV (Théry et al., 2006). 

4.1 Historique, morphologie et purification des exosomes/vésicules extracellulaires 

Les exosomes sont des vésicules extracellulaires (EV), sécrétées par les cellules dans 

des fluides biologiques dont le sang, les urines ou bien des surnageants de cultures cellulaires 

(Jansen & Li, 2017). Les exosomes sont caractérisés comme des EV ayant une taille comprise 

entre 30-200 nm, avec une densité comprise entre 1,1-1,2 (g/mL). Ils sont constitués d’une 

membrane sous forme d’une bicouche lipidique et sont issus du compartiment endosomal et 

plus particulièrement des corps multivésiculaires (MVB). Bien que les exosomes soient définis 

actuellement comme étant issus des endosomes (Colombo et al., 2014; Harding et al., 1984; 

Pan & Johnstone, 1983; Pegtel & Gould, 2019; van Niel et al., 2018). les travaux antérieurs 

utilisent le terme exosomes pour des EV secrétées directement à partir de la membrane 

plasmique (H. C. Anderson et al., 2005; Bianchi et al., 2014; Booth et al., 2006; Fang et al., 

2007). La première observation d’EV pouvant être identifiées comme des exosomes selon leur 

taille a eu lieu dans les années 1960 (Bonucci, 1967), et Anderson (H. C. Anderson, 1969) avec 

la description de vésicules ayant une taille d’environ 100 nm, lors d’études sur la calcification 

du cartilage en utilisant des chondrocytes.  Selon Anderson, ces vésicules étaient issues de la 

membrane plasmique.  L’équipe de Wolf (Wolf, 1967) a décrit une sécrétion d’EV par des 

plaquettes. Des études complémentaires ont depuis confirmé la présence d’EV identifiées 

comme des exosomes, et leur rôle dans diverses pathologies mais aussi au niveau physiologique 

(H. C. Anderson et al., 2005; Bakhshian Nik et al., 2017; Garnier et al., 2012; Melki et al., 
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2017). Les exosomes présents dans le liquide séminal par exemple jouent un rôle dans le 

transfert de biomolécules (Arienti et al., 1997; Stegmayr et al., 1982).  

3 dogmes sont admis par la communauté scientifique (Pegtel & Gould, 2019) : 

- Les exosomes sont issus des MVB et sont caractérisés par une simple membrane

(bicouche lipidique) avec une taille comprise entre 30-200nm

- Les exosomes ont un rôle de transfert de biomolécules comme les lipides, protéines ou

ARN, mais aussi d’ions comme le calcium, ou bien de particules virales

- Les exosomes jouent un rôle physiologique mais sont aussi impliqués en pathologie

Les exosomes ont une taille trop petite pour être observées directement par microscopie 

optique.  La microscopie électronique à transmission (MET) permet d’observer les exosomes, 

d’avoir une idée sur leur taille et leur morphologie. Des marquages par anticorps sont possibles 

avec la MET, ce qui permet de visualiser la présence de marqueurs ou de biomolécules d’intérêt 

dans les exosomes. La cryo-microscopie électronique et la microscopie à force atomique 

permettent d’avoir des informations en 2D et donc structurales. Des techniques utilisant la 

cytométrie en flux sont en cours de développement et sont prometteuses. Elles permettraient 

d’avoir un compte plus précis des exosomes que les techniques basées sur la taille des vésicules 

comme le Nanosizer. En effet, la cytométrie en flux permet de réaliser un comptage basé sur la 

fluorescence émise par l’échantillon. Elle permet ainsi d’identifier différentes sous-populations 

au sein de l’échantillon, grâce à la combinaison de différents marqueurs. Ceci permettrait de 

caractériser les différentes sous-populations d’EV. Enfin il est possible d’analyser les exosomes 

grâce à la microscopie à fluorescence. Pour cela, il faut transfecter des cellules avec des 

marqueurs exosomaux recombinants comme par exemple CD63-pHluorin, qui vont émettre de 

la fluorescence et donc être observable(Sung et al., 2020) (tableau 18).  
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Tableau 18:Avantages et inconvénients des différentes techniques d'analyse des vésicules extracellulaires 

Technique Avantages Inconvénients 

MET Possibilité de réaliser des 

marquages / observation de 

la taille et forme des 

vésicules 

Pas d’information 2D 

Cryo ME Information 2D Pas de marquage possible/ 

très couteux et non 

disponible pour tous les 

laboratoires de recherche 

AFM Information 2D Pas de marquage possible/ 

très couteux et non 

disponible pour tous les 

laboratoires de recherche 

Nanocytométrie en flux Tri et comptage des 

vésicules 

Pas d’information 

morphologique, en cours de 

développement 

Microscopie à fluorescence Observation de la 

fluorescence et donc 

possibilité de proportion 

protéique 

Pas d’information 

morphologique 

NanoSizer (Malvern) 

*Zetasizer

mesure de la taille et 

comptage des vésicules ; 

*mesure du potentiel zêta

Pas d’information 

morphologique et pas de 

marquage possible 

NTA (Malvern) Possibilité de réaliser des 

marquages ; mesure de la 

taille et comptage des 

vésicules 

Pas d’information 

morphologique 

TRPS (Izon) mesure de la taille et 

comptage des vésicules ; 

mesure du potentiel zêta ; 

Pas d’information 

morphologique et  pas de 

marquage possible 

Plusieurs techniques de purification sont possibles, chacune apportant néanmoins des 

biais qui modifient l’analyse. La technique de référence est une ultracentrifugation différentielle 

permettant de sédimenter les exosomes, mais l’inconvénient majeur est la contamination par 

d’autres vésicules extracellulaires qui vont aussi culoter. Pour vérifier la présence d’exosomes, 

il faut donc réaliser d’autres analyses comme par exemple des western blot montrant la présence 

de marqueurs exosomaux (Pegtel & Gould, 2019). Pour améliorer l’isolement des exosomes, 

un gradient de sucrose peut être réalisé à la suite de l’ultracentrifugation différentielle, afin de 

séparer les vésicules extracellulaires en fonction de leur densité. Néanmoins, en réalisant ce 

gradient on perd énormément d’échantillon. Toutefois, la purification d’exosomes à l’aide de 

gradient de densité permet de séparer des sous-populations d’exosomes (Willms et al., 2016).  
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4.2 Composition des vésicules extracellulaires 

Les exosomes sont constitués d’une double membrane, elle-même composée de 

protéines et de lipides. Dans le lumen des exosomes, on retrouve des protéines solubles, des 

ions, des ARN et possiblement de l’ADN, et dans le cas d’une infection virale, des composés 

viraux. La composition des exosomes va varier en fonction de la cellule sécrétrice, mais pas 

seulement. L’hétérogénéité observée au niveau de la composition des ILV (cf Chapitre sur 

l’endocytose, (Gruenberg, 2020)) est logiquement retrouvée après leur sécétion.   En effet, une 

seule lignée cellulaire (cellules HEK 293T) peut sécréter des exosomes de composition 

hétérogène contenant des milliers de protéines différentes (J. Li et al., 2016). De par leur taille 

réduite, les exosomes ne peuvent contenir ces milliers de protéines différentes à la fois. Deux 

autres arguments vont dans le sens de cette hétérogénéité, leur taille comprise entre 30 et 200 

nm et leur densité variable qui est directement liée au ratio protéines/lipides présent dans un 

exosome. On peut mettre en évidence cette différence en réalisant un isolement des exosomes 

en fonction de la densité en utilisant un gradient de sucrose par exemple. Cette hétérogénéité 

pose un problème lors de l’identification des exosomes. En effet actuellement, il n’existe aucun 

marqueur spécifique des exosomes. Pour démontrer la présence d’exosomes, il faut utiliser une 

combinaison de plusieurs marqueurs protéiques qui sont retrouvés de façon majoritaire dans les 

exosomes (Théry et al., 2018; van Niel et al., 2018) telles que les tétraspanines CD63, CD81 et 

CD9 (Pegtel & Gould, 2019; van Niel et al., 2018). Ces protéines transmembranaires sont donc 

enchâssées dans la membrane ce qui en fait de bons marqueurs car elles seront liées à la 

membrane exosomale. Néanmoins, ces protéines sont présentes non seulement au niveau 

endosomal mais aussi au niveau de la membrane plasmique. Des protéines solubles comme 

ALIX et TSG101 sont aussi considérées comme marqueurs exosomaux (van Niel et al., 2018). 

Elles sont impliquées dans la formation des ILV des endosomes (cf Chapitre sur l’endocytose), 

des vésicules extracellulaires et la réparation membranaire (Baietti et al., 2012; Gruenberg, 

2020; Pegtel & Gould, 2019).  

Les exosomes contiennent aussi des lipides, dont la proportion varie en fonction du type 

cellulaire, mais peut aussi différer entre la cellule sécrétrice et les exosomes. L’équipe de 

Llorente a mis en évidence cette différence lors d’une étude lipidique sur les exosomes secrétés 

par des cellules cancéreuses issues de la prostate. Ils ont observé une similitude entre le profil 

lipidique exosomal et cellulaire. Néanmoins, le ratio des différentes classes de lipides est 
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modifié. Pour les exosomes, le ratio phospholipide/cholestérol est de 1 contre plus de 3 pour 

les cellules. D’autres différences ont été observées, comme par exemple une plus grande 

proportion de SM dans les exosomes que dans les cellules, ou bien une modification des 

proportions de phospholipides. Dans la cellule PC-3, les PC sont majoritaires de l’ordre de 70%, 

ensuite viennent les PE (14%) puis PS (7.7%). Dans les exosomes issus de ces cellules, les PC 

et PS sont majoritaires et représentent environ 70% des phospholipides (PC 40%, PS 30%) puis 

viennent les PE avec 15%. De plus, une plus grande proportion de cholestérol est présente dans 

les exosomes (44 % contre 19%) (Llorente et al., 2013).  Enfin, on va pouvoir retrouver 

différentes classes de lipides dans les exosomes : PC, PE, PS, BMP, SM, cholestérol, DAG et 

d’autres (Ilnytska, Jeziorek, et al., 2021; Llorente et al., 2013; Miranda et al., 2018; Rabia et 

al., 2020; Simbari et al., 2016; Strauss et al., 2010; Subra et al., 2007). Les exosomes peuvent 

également contenir des acides nucléiques comme de l’ARN et de l’ADN. Ces molécules 

pourront être transmises à d’autres cellules, comme décrit plus loin dans cette partie.  

4.3 Biogenèse des exosomes : les machineries moléculaires impliquées 

Bien que les exosomes soient décrits depuis plusieurs décennies, leur biogenèse n’est 

pas encore complétement connue. Un consensus propose que les exosomes proviennent des 

MVB, qui après fusion avec la membrane plasmique vont relarguer dans le milieu 

extracellulaire leurs ILV et donc former les exosomes(Cocucci & Meldolesi, 2015; van Niel et 

al., 2018; Yáñez-Mó et al., 2015). Néanmoins, des revues récentes évoquent deux autres types 

de sécrétion des EV considérant leur origine membranaire à la fois plasmatique et endosomale 

(exosomes) (figure 25)(Gurunathan et al., 2021; Pegtel & Gould, 2019). Il s’agirait d’une part, 

du bourgeonnement de la membrane plasmique et d’autre part de la formation d’IPMC 

(compartiments intracellulaires connectés à la membrane plasmique) (Pegtel & Gould, 2019). 

En effet, plusieurs études ont montré des EV secrétées par bourgeonnement de la membrane 

plasmique caractérisées comme étant des exosomes en fonction de leurs critères 

morphologiques et de marqueurs protéiques (H. C. Anderson et al., 2005; Bianchi et al., 2014; 

Fang et al., 2007; Fordjour et al., 2019; Pegtel & Gould, 2019)(source). Cependant, ce mode de 

sécrétion est aussi caractéristique des microparticules, créant un biais lors de l’identification de 

ces EV. 
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Les IPMC quant à eux sont issus de l’invagination de la membrane plasmique. Une 

vésicule intracellulaire serait formée par invagination de la membrane plasmique mais cette 

vésicule serait en contact continu avec le milieu extracellulaire via un canal. Les exosomes 

seraient ensuite secrétés lors de la formation d’ILV dans cette vésicule, qui seront directement 

secrétés dans le milieu extracellulaire sous la forme d’exosomes. Ces résultats ont été obtenus 

après infection par le VIH (virus de l'immunodéficience humaine). Il est donc possible qu’en 

condition physiologique, ce phénomène ne soit pas présent. (Deneka et al., 2007; Nkwe et al., 

2016; Welsch et al., 2007).  

La biogenèse des EV est un processus membranaire très dynamique variable selon les 

types cellulaires et dépendant à la fois des protéines recrutées (séquences spécifiques 

d’adressage membranaire et possibilité d’oligomérisation à la membrane) et des propriétés 

physico-chimiques des lipides membranaires impliqués (comme nous verrons plus loin). Le 

système de sécrétion serait secondaire pour la définition des exosomes. En effet une hypothèse 

soutient le fait, que le contenu des exosomes serait défini en amont de la cellule peu importe le 

système de sécrétion (Gurunathan et al., 2021). Contrairement au mécanisme habituel de 

séquences spécifiques ou peptide signal, permettant aux protéines d’être adressées aux 

différents organites de la cellule ou vers le milieu extracellulaire, l’adressage des protéines aux 

exosomes serait réalisé par oligomérisation des protéines (Fang et al., 2007). Quel que soit le 

lieu primaire de formation et de sécrétion des EV, il semble qu’un facteur important soit la 

formation locale de domaines membranaires par oligomérisation /agrégation de protéines mais 

aussi de lipides.  
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Figure 25 : schéma rassemblant les 3 types possibles de sécrétion d’exosomes de taille compris entre 30-200 nm ; 

1 : bourgeonnement direct de la membrane plasmique lié à la formation de domaines membranaires ; 2 : fusion des MVB 

avec la membrane plasmique ; 3 : IPMC (compartiments intracellulaires connectés à la membrane plasmique) modifié de 

(Pegtel & Gould, 2019) 

Les exosomes sont définis comme des EV ayant une taille comprise entre 30-200 nm, 

avec une simple membrane en bicouche lipidique et une densité comprise entre 1-1.2 (g/mL). 

Les exosomes doivent être définis par ces critères morphologiques mais aussi par les marqueurs 

protéiques déjà établis, comme par exemple les tétraspanines CD63, CD81, ou bien d’autres 

protéines comme par exemple ALIX, TSG101, flotiline ou certains ARN (tableau 19)(Pegtel & 

Gould, 2019; Théry et al., 2018; van Niel et al., 2018). Mais aussi des marqueurs lipidiques 

comme le BMP, qui a été détecté de façon variable dans les exosomes des cellules (Ilnytska, 

Jeziorek, et al., 2021; Miranda et al., 2018; Rabia et al., 2020; Record et al., 2018; Skotland et 

al., 2017). Les protéines jouent un rôle essentiel dans la sécrétion des exosomes, comme par 

exemple, les tétraspanines ou bien les protéines associées au complexe ESCRT ou constitutives 

qui jouent un rôle dans les invaginations et la fusion des membranes, permettant ainsi la 

formation des ILV et leur sécrétion tous modèles confondus(Gurunathan et al., 2021). 

Néanmoins, les différents complexes ou protéines impliqués sont dépendants du type cellulaire. 

Par exemple pour les cellules MCF-7, la protéine ALIX et les ESCRT sont nécessaires pour la 

sécrétion d’exosomes contrairement aux oligodendrocytes murins.  
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Tableau 19: liste non exhaustive des protéines présentes dans les  exosomes et leur fonctions (van Niel et al., 2018) 

Les lipides jouent aussi un rôle très important dans la biogenèse des exosomes et plus 

particulièrement dans la fusion et l’invagination membranaire. En effet, les phospholipides 

ayant une forme conique comme le BMP, PE, PS ont la particularité de jouer un rôle dans la 

fusion et la fluidité membranaire. L’équipe de Subra a émis l’hypothèse que le BMP en raison 

de ses propriétés fusogéniques, participerait à la sortie des exosomes via les MVB, en favorisant 

la fusion des membranes des MVB et de la membrane plasmique. Dans cette hypothèse, le BMP 

ne sortirait pas de la cellule (Subra et al., 2007). Cette hypothèse est toujours d’actualité. 

Néanmoins, il a été montré depuis que le BMP pouvait sortir de la cellule par le biais des 

exosomes (Miranda et al., 2018; Rabia et al., 2020). Le BMP jouerait aussi un rôle dans la 

formation des exosomes. En effet, plusieurs études ont montré des modifications du BMP 

contenu dans les exosomes lors de perturbation de l’autophagie et de la voie endosomale. 

Miranda et al. ont pu montrer lors de l’inhibition de la formation des PI3P 

(PhosphatidylInositol-3-Phosphate), qu’il y avait stimulation de la sécrétion d’exosomes 

enrichis en BMP (Miranda et al., 2018). Cet effet était dépendant du dysfonctionnemnt 

endolysosomal et indépendant du défaut d’autophagie. Une autre étude récente a montré une 

augmentation de la sécrétion d’exosomes lors d’une augmentation de la quantité de BMP 

intracellulaire dans un modèle de cellules déficientes en NPC 1 (Ilnytska, Jeziorek, et al., 2021). 

Le métabolisme des céramides est indispensable à la biogenèse des exosomes. En effet, 

une des façons de stopper la sortie des exosomes est d’utiliser l’inhibiteur de la nSMase2 

sphingomyélinase neutre GW4869, qui bloque la formation de céramides dans les endosomes 

(Blanc & Vidal, 2018). Dans ce cas particulier, la formation de vésicules est indépendante des 

protéines ESCRT et en lien avec la déformation membranaire induite localement par les 

Organisatrices 

des 

membranes

Adhésion 

cellulaire

Trafic 

intracellulaire

Spécifique 

du type 

cellulaire

Enzymes
Transduction du 

signal

Facteur de 

synthése
Chaperones Acide nucléique

Cholestérol CD9 Intégrines RAB CMH-I Peroxidases Protéines Kinases ALIX HSP70 Micro ARN

Céramides CD81 Actadhérines GTPases CMH-II Pyruvate Kinase β-caténine TSG101 HSP90 ARN non codant

Sphingolipides CD63 ICAM Annexines APP Enolase 14-3-3,G protéine Synténine ARN m

BMP TSPAN6 PMEL GAPDH Ubiquitine ADN

TSPAN8 TCR Clathrine

CD151 FasI VPS32

CD37 CXCR4 VPS4

CD53 HSPG

Flotilin 1 et 2 CD86

PrP

TFR

WNT

Lipides

Protéines
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céramides agissant donc sur la formation des ILV. Toutefois le mécanisme impliqué n’est pas 

complètement connu en raison de la localisation de la nSMase2 dans le Golgi, RE et sur le 

feuillet interne de la membrane plasmique (Airola & Hannun, 2013). 

Ces incertitudes et ce manque de données obligent la communauté scientifique, à 

s’entourer d’une multitude de contrôles morphologiques, de marqueurs protéiques, lipidiques 

ou ARN, pour caractériser la présence d’exosomes et comparer les résultats obtenus. Des études 

doivent être menées pour clarifier le mode de sécrétion des exosomes et leur biogenèse. 

4.4 Rôle des exosomes 

4.4.1 Rôle physiologique 

Les exosomes ont plusieurs fonctions, amenant à les comparer à un couteau suisse 

(Gurunathan et al., 2021). Ils vont en effet jouer un rôle dans l’homéostasie cellulaire, le 

transfert d’information, la communication cellulaire… (Gurunathan et al., 2021; Rieu et al., 

2000). Au début de la découverte des exosomes, un rôle bénéfique dans l’élimination des 

déchets intracellulaires toxiques leur a été attribué. Les exosomes seraient utilisés pour 

relarguer des protéines, lipides, ADN ou ARN en trop grande quantité dans la cellule et pouvant 

donc déclencher des dysfonctionnements cellulaires. Lors de l’inhibition de la formation des 

exosomes en utilisant le GW486, une accumulation d’ADN est constatée entrainant une 

augmentation du stress oxydant dans la cellule, déclenchant la mort cellulaire. Ce stress est dû 

à une augmentation des ROS dans la cellule liée à la présence d’ADN détérioré (Hyung et al., 

2020). Une autre étude portant sur la NPC a montré que les exosomes pouvaient faire sortir du 

cholestérol pour limiter l’accumulation de cholestérol dans les endosomes. Néanmoins, ce 

mécanisme de sortie des déchets par les exosomes est un mécanisme limité ne permettant pas 

de retrouver un phénotype normal dans la durée (Strauss et al., 2010). Ces différentes 

expériences montrent que les exosomes ont un rôle de soupape de sécurité, en relarguant dans 

le milieu extracellulaire des éléments, qui, en trop grande quantité, sont toxiques pour la cellule. 

Les exosomes jouent en outre un rôle dans la communication intercellulaire  en 

transportant des protéines, des lipides, de l’ADN ou bien de l’ARN (Costa-Silva et al., 2015; 
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Tkach & Théry, 2016; Valadi et al., 2007). En effet, l’ARN issu des exosomes est retrouvé dans 

les cellules réceptrices (Valadi et al., 2007). Les exosomes vont activer des voies de 

signalisation cellulaire en activant des récepteurs de surface, mais aussi en délivrant directement 

à la cellule des récepteurs déjà activés (Khalyfa et al., 2017).  Le transfert de ce matériel 

génétique (ADN ou bien des ARN) jouerait un rôle dans l’activation de différents gènes. 

Les exosomes jouent aussi un rôle dans l’immunité. En effet, les exosomes vont pouvoir 

porter le CMH-II et d’autres stimulateurs, ou bien directement présenter des antigènes aux 

lymphocytes permettant de déclencher l’immunité (Raposo et al., 1996). En effet, l’injection 

d’exosomes contenant des antigènes permet de ralentir la progression de tumeurs (Zitvogel et 

al., 1998). De par leur faculté de transfert de matériel génétique, les exosomes peuvent réguler 

la réponse immunitaire en délivrant des miRNAs (Montecalvo et al., 2012). Les exosomes issus 

de cellules dendritiques peuvent réguler la réponse immunitaire en permettant la présentation 

du CMH-II et permettre ainsi l’activation des lymphocytes T par exemple (Giri & Schorey, 

2008; Raposo et al., 1996). 

Les exosomes jouent un rôle primordial dans la viabilité cellulaire. Ils peuvent dégorger 

les cellules d’éléments toxiques ou en trop grande quantité. Ils permettent le transfert de signaux 

permettant la modification phénotypique des autres cellules par le transfert de protéines, de 

lipides, d’ADN, d’ARN ou bien en déclenchant une cascade de signalisation. Ils jouent aussi 

un rôle dans la défense immunitaire en arborant le CMH-II ou bien en transportant des 

antigènes.  

4.4.2 Rôle en pathologie 

Les fonctions des exosomes vont être détournées dans certaines pathologies. Lors 

d’infections virales, les exosomes vont contenir des éléments viraux permettant la propagation 

de l’infection vers d’autres cellules saines. Les exosomes issus de cellules infectées par des 

virus peuvent transporter du matériel viral comme des protéines ou du matériel génétique (M. 

R. Anderson et al., 2016; Chahar et al., 2015). Ce matériel va pouvoir agir de deux façons, soit

en propageant l’infection aux autres cellules saines, soit en agissant contre le système 

immunitaire pour permettre à l’infection de progresser. 
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Une étude clinique portant sur le virus de l’hépatite B a permis de mettre à jour une 

corrélation entre des patients infectés avec des ARN retrouvés dans les exosomes de ces patients 

(J. Chen et al., 2020).  Les cellules infectées par le VIH peuvent produire des exosomes 

contenant des particules virales du VIH permettant ainsi de tromper le système immunitaire et 

donc d’infecter plus efficacement d’autres cellules saines(Sims et al., 2018)). Un mécanisme 

similaire est utilisé par virus Zika qui utilise les exosomes pour transporter son matériel 

génétique et les protéines virales permettant sa dissémination aux autres cellules saines (W. 

Zhou et al., 2019). Enfin, il a été montré que des exosomes sécrétés par des cellules infectées 

par le VIH contiennent des éléments TAR (Transactivation response element RNA) qui jouent 

un rôle dans la prolifération tumorale (L. Chen et al., 2018).  

Lors de cancers, les exosomes vont jouer un rôle à plusieurs niveaux. D’une part, les 

exosomes peuvent promouvoir l’angiogenèse qui est un phénomène essentiel à la croissance 

tumorale. Les cellules cancéreuses ont en effet un besoin important en nutriments amenés par 

le sang et donc un réseau capillaire très développé (Datta et al., 2017; Kucharzewska et al., 

2013; Peinado et al., 2017). Les exosomes vont aussi pouvoir être détournés lors de cancer et 

tumeur favorisant ainsi la prolifération cellulaire (Kucharzewska et al., 2013; Lai et al., 2010; 

Lobb et al., 2017).  De plus, les exosomes produits par les cellules cancéreuses vont délivrer 

des signaux inhibant la réponse anti-tumorale et limitant ainsi la réaction immunitaire, 

permettant donc la croissance tumorale. Des exosomes produits par des cellules tumorales 

contenant le miR-212-3p inhibent la formation du CMH-II des cellules dendritiques, entrainant 

ainsi une réponse immunitaire diminuée contre ces tumeurs. Les neutrophiles circulants dans le 

sang peuvent internaliser des exosomes issus de tumeurs. Les exosomes contenant du matériel 

génétique tumoral induisent une réponse inflammatoire entrainant la production d’IL-8. Des 

études réalisées sur les mélanomes ont montré que des exosomes issus de mélanome 

contenaient PD-L1 (program cell death ligand 1) induisant l’inhibition de l’activation des 

lymphocyte T CD8+ entrainant une diminution de la fonction anti tumorale de l’organisme(G. 

Chen et al., 2018). Les exosomes ayant la capacité de transmettre du matériel génétique, les 

cellules cancéreuses vont pouvoir utiliser ce système pour transférer leur matériel génétique 

tumoral aux autres cellules saines. Ils permettent aussi de promouvoir la croissance tumorale, 

mais de plus en passant par la circulation sanguine, ces exosomes vont pouvoir délivrer le 

contenu cancéreux vers des cellules d’autres tissus et donc déclencher des métastases 

(Gurunathan et al., 2021). 
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Toute ces études montrant l’importance des exosomes en physiopathologie ont suscité 

un intérêt grandissant pour leur utilisation comme biomarqueurs pour suivre l’évolution des 

maladies et aussi comme biovecteurs thérapeutiques de molécules ou plus généralement pour 

moduler des fonctions cellulaires. 

4.4.3 Outils thérapeutiques et diagnostiques 

Dans le domaine médical, les exosomes sont intéressants pour deux raisons. La première 

porte sur l’origine des exosomes. En effet, la composition des exosomes dépend de la cellule 

sécrétrice ce qui permet d’utiliser les exosomes comme biomarqueur et donc dans le diagnostic 

des maladies (Gurunathan et al., 2021). Les exosomes sont des vésicules que l’on retrouve dans 

tous les biofluides : urines, sang, salive…(Gurunathan et al., 2021; Pegtel & Gould, 2019). De 

plus, elles ont la particularité de ne pas ou peu induire de réaction immunitaire lors de leur 

injection in vitro et in vivo (Montecalvo et al., 2012).  

Les exosomes permettant le transport et la délivrance de molécules tout en entrainant 

une faible ou pas de réponse immunitaire sont très intéressants pour l’industrie pharmaceutique. 

En effet, des études sont en cours permettant d’encapsider des molécules pharmacologiques 

dans des exosomes pour soigner diverses maladies dont les cancers (Gurunathan et al., 2021). 

Il a été montré que la cisplatine administrée dans des exosomes  est plus efficace que la 

cisplatine seule en permettant de cibler plus précisément les cellules cancéreuses (X. Zhang et 

al., 2020). Une étude utilisant un modèle de Parkinson murin a montré que l’on pouvait cibler 

les cellules neuronales en intégrant le peptide RVG aux exosomes. De plus, en incorporant à 

ces exosomes RGV un sh RNA-MC dirigé contre l’α-synuclénine, les agrégats de cette protéine 

dans le cerveau des souris sont réduits, améliorant l’état moteur des souris (Izco et al., 2019). 

Actuellement, il y a plusieurs études cliniques réalisées en France et aux Etats-Unis utilisant les 

exosomes comme vecteur de traitement pharmacologique (Gurunathan et al., 2021). 

La composition des exosomes étant dépendante de la cellule sécrétrice, il est intéressant 

d’étudier leur contenu pour les utiliser comme outils diagnostiques. Lors de la grossesse par 

exemple, des exosomes secrétés par les cellules du placenta se retrouvent dans tous les 
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biofluides. Lors de complication durant une grossesse on retrouve une quantité d’exosomes 

placentaires plus importante que dans une grossesse normale (Salomon & Rice, 2017). Les 

ARN présents dans les exosomes peuvent être utilisés pour diagnostiquer des cancers comme 

par exemple le cancer ovarien. En effet, les exosomes présents dans le plasma de patientes 

atteintes de cancer ovarien vont contenir le miR-10b-5p. De même pour les cancers gastriques 

et du foie, pour lesquels des exosomes contenant respectivement miR-101-3p et miR-143-5p 

sont retrouvés(Y. Zhang et al., 2020). Le contenu en protéines exosomales peut aussi être utilisé 

comme biomarqueur comme par exemple lors de cancer du pancréas, de l’ADN oncogénique 

mais aussi un mutant de la protéine Kras sont retrouvés en effet dans les exosomes des sujets 

cancéreux (Cha et al., 2015). 

Enfin les exosomes étant des voies de sortie de molécules, des études sont en cours pour 

utiliser les exosomes comme voie de sortie thérapeutique, en favorisant cette faculté de 

dégorgement cellulaire par la stimulation de la sécrétion d’exosomes. Des études récentes 

portant sur la NPC montrent ainsi que les exosomes peuvent faire sortir un excès de cholestérol 

(Strauss et al., 2010).  

Lors de travaux sur les perturbations endolysosomales et les maladies 

neurodégénératives, Miranda et al, ont mis en évidence un lien entre les exosomes et le peptide 

β amyloïde. Lors de l’inhibition de la voie endolysosomale chez des neuroblastes murins, une 

sécrétion d’exosomes enrichis en peptide β amyloïde est observée. Les exosomes peuvent jouer 

un rôle dans l’élimination du peptide β amyloïde des cellules (Miranda et al., 2018; Miranda & 

Paolo, 2018). 

Les exosomes ont des rôles divers qu’ils soient physiologiques ou pathologiques, mais 

aussi en tant qu’outil thérapeutique. Il faut poursuivre toutes ces études mais surtout celles 

permettant d’utiliser les exosomes comme biomarqueurs dans des biofluides plus facile d’accès, 

ce qui permettrait d’éviter les actes de diagnostics invasifs pour les patients. 

Tous ces travaux récents montrant l’importance des vésicules extracellulaires comme 

outils thérapeutiques et diagnostiques en particulier lors des dysfonctionnements endolysomaux 

nous ont poussé à étudier plus précisément le rôle joué par le phospholipide spécifique de ce 

compartiment, le BMP. 
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Chapitre 5 :  Le Bis(monoacylglycéro)phosphate (BMP) 

Introduction 

Le Bis(monoacylglycéro)phosphate est un phospholipide appartenant à la classe des 

glycérophospholipides. Il a été découvert en 1967 par Body & Gray (Body & Gray, 1967) dans 

des poumons de cochon, de rat et de lapin. Cette découverte a été faite dans le cadre de 

recherche portant sur la composition lipidique du poumon de plusieurs espèces animales. Une 

première estimation des acides gras estérifiés a pu être faite  dans des poumons de cochon 

mettant en évidence une richesse en acide oléique 51%, acide linoléique 16%, acide stéarique 

14%, acide palmitique 14%(Body & Gray, 1967). Le BMP est caractérisé par sa structure 

inhabituelle, mais aussi par sa localisation spécifique. Le BMP est un lipide sous représenté, ne 

représentant dans la majorité des cellules que seulement 1% des phospholipides totaux. 

Toutefois, il représente jusqu’à 18 % des phospholipides totaux de macrophages alvéolaires des 

poumons (Hostetler, 1982).  

5.1 BMP : structure et nomenclature 

Le BMP est un isomère structural du PG, sa structure est unique chez les eucaryotes 

supérieurs (figure 26). Contrairement aux autres phospholipides eucaryotes, le BMP a une 

configuration stéréochimique en sn-1 : sn-1’ (Hullin-Matsuda et al., 2009).  Le BMP est 

constitué de 2 molécules de glycérol qui sont liées entre elle par un groupement phosphate. Les 

liaisons phosphodiesters sont en position sn-1 du premier glycérol et sn-1’ du deuxième 

glycérol. Le PG est composé aussi de 2 molécules de glycérol reliées entre elles par un 

groupement phosphate. Mais contrairement au BMP, les liaisons phosphodiesters sont en 

position sn-3 du premier glycérol et en position sn-1’ du deuxième glycérol. Les 2 acides gras 

du PG sont estérifiés sur le premier glycérol en position sn-2 et sn-3. 
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Dans le cas du BMP, chaque glycérol est estérifié par un acide gras. La position des 

acides gras dans la molécule native de BMP est encore sujet à discussion (Kobayashi et al., 

2002; Luquain et al., 2000; Waite et al., 1990). En effet, en condition cytosolique, c’est-à-dire 

à pH 7,4, les acides gras estérifiés sur le BMP devraient être estérifiés en position sn-3 et sn-3’, 

car cette position est thermodynamiquement la plus stable (Chevallier et al., 2000; Luquain et 

al., 2000, 2001). Néanmoins, le BMP se trouvant dans le milieu endosomal,  le pH acide lui 

permet de maintenir l’estérification des acides gras en position sn-2 : sn-2’ si particulière (Tan 

et al., 2012).  

Le BMP est une molécule chirale, en effet les carbones sn:2 et sn:2’ des glycérols sont 

chiraux. Très simplement, une molécule est dite chirale lorsqu’elle dispose d’un atome de 

carbone stéréogène / asymétrique. C’est-à-dire que ce carbone est associé à 4 groupements 

chimiques différents. Une molécule portant au moins un carbone chiral ne peut se superposer 

sur elle-même. Ce carbone pourra alors prendre 2 formes soit R, soit S. Pour tous les 

phospholipides, les carbones sn:2 et sn:2’ sont asymétriques de plus le carbone sn:2 est en 

configuration R sauf pour le BMP où il est en position S dû à la liaison phosphodiester en sn:1. 

Le BMP a une conformation S,S’ (Brotherus et al., 1974) contrairement à son isomère  PG qui 

a une conformation R,S (Itabashi & Kuksis, 1997).  

Figure 26 : A : structure du Bis(monoacylglycéro)phosphate ; B : structure du Phosphatidylglycérol
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5.1.1 Divergence de nomenclature 

Bien que la structure du BMP soit établie et acceptée par la communauté scientifique, 

une certaine divergence existe encore car deux noms différents continuent à être utilisés : 

l’acide lysobisphosphatidique (LBPA) (Gruenberg, 2020; Ilnytska, Jeziorek, et al., 2021) et le 

bis(monoacylglycéro)phosphate (Gallala & Sandhoff, 2011; Hullin-Matsuda et al., 2009; 

Pribasnig et al., 2015; Rabia et al., 2020). L’appellation BMP apparait dès 1972 (Wherrett & 

Huterer, 1972), basée sur la structure du phospholipide. En effet le BMP est constitué de deux 

molécules de glycérol, chacune estérifiée par une molécule d’acide gras: 

« bis(monoacylglycero) », et d’un groupement phosphate: « phosphate ». La dénomination 

LBPA est apparue plus tardivement, notamment pour éviter la confusion avec les Bone 

morphogenic protein dont l’acronyme est aussi BMP et dont la recherche comporte plus de 

15000 entrées dans pubmed (Gruenberg, 2020). Toutefois, du point de vue structural, 

l’appellation LBPA acide lyso-bis-phosphatidique signifie deux acides lysophospatidiques. 

Comme énoncé par l’équipe de Sandhoff et la classification des lipides (the International Union 

of Pure and Applied Chemists and the International Union of Biochemistry and Molecular 

Biology (IUPAC-IUBMB)), le terme Bis(Monoacylglycéro)phosphate (BMP) devrait être 

privilégié (Fahy et al., 2005; Gallala & Sandhoff, 2011) (figure 27). 

Figure 27: A : structure du BMP; B : structure théorique de l’acide lysobisphosphatidique 
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5.1.2 Composition en acide gras 

Le BMP est un phospholipide enrichi en acide gras insaturés (Besson et al., 2006; 

Bouvier et al., 2009; Luquain et al., 2000; Rabia et al., 2020; Wherrett & Huterer, 1972) , en 

particulier l’acide oléique et  l’acide docosahéxaénoïque (22 :6n-3, DHA). Le DHA est un acide 

gras peu abondant, représentant en général moins de 5% des acides gras des PL cellulaires. 

Néanmoins, les espèces contenant au moins un DHA estérifié vont représenter jusqu’à 40 % 

des espèces moléculaires du BMP dans les cellules utérines de rat (Hullin-Matsuda et al., 2009). 

L’équipe a mis en évidence l’enrichissement en DHA du BMP par rapport à d’autres 

phospholipides comme les PC et les PE, dans les macrophages RAW 264.7 et THP-1, et dans 

le foie de souris (Besson et al., 2006; Bouvier et al., 2009) (tableau 20). De plus, le contenu en 

DHA du BMP est sélectivement augmenté, lors d’apport exogène en DHA par rapport aux 

autres PL (Besson et al., 2006; Bouvier et al., 2009) (tableau 21) 

Tableau 20 : enrichissement en DHA du BMP exogène (% de DHA (% molaire par rapport au acide gras totaux 

du PL) modifié de (Besson et al., 2006; Bouvier et al., 2009) 

% de DHA (% molaire par rapport au acide gras totaux du PL) 

Origine BMP PC PE 

RAW 264.7 7,4 3,9 

THP-1 6,6 0,8 5,2 

Foie de souris 31,9 7,5 19,5 

Tableau 21 : Augmentation sélective du DHA contenu dans le BMP lors d’apport exogène (% de DHA (% 

molaire par rapport au acide gras totaux du PL) modifié de (Besson et al., 2006; Bouvier et al., 2009) 

% de DHA (% molaire par rapport au acide gras totaux du PL) 

condition contrôle +DHA contrôle +DHA contrôle +DHA

Origine BMP BMP PC PC PE PE 

RAW 

264.7 

7,4 59,4 3,9 30,1 

THP-1 6,6 29,3 0,8 2,4 5,2 4,8 

Foie de 

souris 

31,9 70,7 7,5 14,3 19,5 32,3 
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 Une espèce moléculaire d’un phospholipide est caractérisée par les acides gras qui y 

sont estérifiés, par exemple l’espèce moléculaire di-DHA BMP contient deux molécules de 

DHA (figure 28). Cette espèce est particulière car on la retrouve peu dans d’autres 

phospholipides (PE et PC dans le cerveau) (Bisogno et al., 1999; Delton-Vandenbroucke et al., 

1998; Hullin-Matsuda et al., 2009; Stinson et al., 1991), mais aussi par sa forte insaturation 

conférant une fonction de fluidifiant des membranes (voir Chap1) . Cette richesse en acides 

gras insaturés ajoutée à une forme conique du BMP permet d’augmenter ce rôle de fluidifiant 

dans la membrane (Burger, 2000; Dikic, 2004; Hullin-Matsuda et al., 2009; Matsuo et al., 

2004). Bien que le DHA soit très présent dans le BMP de certains tissus, l’espèce prédominante 

dans la plupart des cellules est le di-oléate BMP qui représente entre 50 et 80% du BMP total 

(figure 29) (Besson et al., 2006; Bouvier et al., 2009; Holbrook et al., 1992; Huterer & 

Wherrett’, 1979; Luquain et al., 2000; Wherrett & Huterer, 1973). Lors de l’analyse du BMP 

intracellulaire, on remarque une différence au niveau des acides gras estérifiés. On constate que 

les cellules en culture ont une proportion plus forte en acide gras oléique que les cellules 

primaires (Besson et al., 2006; Bouvier et al., 2009; Holbrook et al., 1992; Huterer & Wherrett’, 

1979; Luquain et al., 2000; Wherrett & Huterer, 1973). De plus on constate que les espèces 

moléculaire sont plus diversifiées lors d’une analyse in vivo comme dans des urines humaines 

(Rabia et al., 2020).  

Figure 28 : sn-(3- hydroxy-2- docosahexaenoyl)-glycerol-1-phospho-sn-1'-(3'- hydroxy-2'- 

docosahexaenoyl)-glycerol    
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Figure 29 : sn-(3- hydroxy-2-oleoyl)-glycerol-1-phospho-sn-1'-(3'- hydroxy-2'-oleoyl)-glycerol 

Tableau 22 :  composition en acide gras du BMP dans différents tissus et cellules % massique(% en masse de 

l’acide gras par rapport à la masse totale de BMP) ; Lipid maps : 1 :(Wherrett & Huterer, 1973) ; 2 :(Huterer & Wherrett’, 

1979) ; 3 :(Luquain et al., 2000) ; 4 :(Brotherus & Renkonen, 1974) 

Acide 

gras 

Lysosome 

de foie de 

rat1

Foie  

humain1 

Macrophages 

pulmonaire 

de lapin2

Cellule 

utérine de 

rat3

Testicules 

de rat3

Cellule 

BHK4

16 :0 3 6 4 6 5 4 

18 :0 1 5 6 3 3 Trace 

18 :1 5 57 47 30 5 83 

18 :2 6 40 29 2 1 6 

20 :4 6 4 4 

22 :4 6 5 

22 :5(n-6) 4 2 3 70 

22 :5(n-3) 4 2 8 Trace 

22 :6(n-3) 69 9 1 36 5 
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5.1.3 Propriétés physico-chimiques  

Le BMP est un phospholipide anionique, qui porte la charge sur son groupement 

phosphate. Sa surface polaire n’étant constituée que du groupement phosphate elle est plus 

petite que sa surface apolaire. Il a donc une forme conique (voir Chapitre 1), lui permettant de 

faire des courbures négatives dans les membranes.  

Cette stéréoconfiguration atypique lui permet d’être moins sensible à l’hydrolyse par les 

phospholipases in vivo (Cochran et al., 1987; Luquain et al., 2000). 

5.2 Métabolisme du BMP : synthèse et catabolisme 

5.2.1 Synthèse 

Bien que le BMP soit connu depuis un peu plus de 50 ans, sa synthèse est encore 

méconnue. En effet plusieurs aspects de sa biosynthèse sont encore méconnus tant pour les 

enzymes impliquées que sa localisation. 

Tout d’abord, deux localisations subcellulaires de la synthèse de BMP ont été 

envisagées : dans la mitochondrie et dans les endolysosomes (Hullin-Matsuda et al., 2007). 

Pour la mitochondrie, on s’appuie sur son précurseur principal le PG, qui est produit dans la 

mitochondrie par la PGP synthase. De plus, le type de structure particulière du BMP en sn-1 : 

sn-1’ se retrouve dans d’autres organismes comme les archées. Comme la mitochondrie 

proviendrait de l’endosymbiose d’une bactérie par une cellule, on pourrait supposer que le BMP 

et/ou un précurseur pourrait y être synthétisé. Pour les endolysosomes, on s’appuie sur la 

localisation spécifique du BMP dans ce compartiment. En effet, ne pouvant actuellement 

détecter le BMP que dans les endolysosomes, on peut émettre l’hypothèse que le BMP y est 

produit. La possibilité de stimuler la synthèse de BMP en apportant son précurseur PG sous 

forme de liposomes est un autre argument. (Amidon et al., 1995, 1996; Arnal-Levron et al., 

2019; Bouvier et al., 2009; Ilnytska, Jeziorek, et al., 2021; Poorthuis & Hostetler, 1976, 1978; 

Somerharju & Renkonen, 1980; Thornburg et al., s. d.; Waite et al., 1987, 1990). Les liposomes 

sont internalisés par les cellules par le biais de la voie d’endocytose, de plus, de nombreuses 
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transacylases sont présentes dans la voie endolysosomale pour permettre le réarrangement des 

acides gras sur les phospholipides.  

Il semblerait que le BMP soit synthétisé dans les endosomes, bien que le PG endogène 

se trouve exclusivement dans les mitochondries.  

Le BMP est majoritairement synthétisé de novo à partir du PG, précurseur endogène 

issu de l’acide phosphatidique (Hullin-Matsuda et al., 2007). Lors de travaux sur l’incorporation 

d’acides gras dans les phospholipides, Huterer et Wherrett (Huterer & Wherrett, 1986) ont mis 

en évidence que le réarrangement des acides gras du BMP, est beaucoup plus rapide que le 

recyclage du squelette de glycérol. D’autres études ont mis en évidence un tropisme du BMP 

pour le DHA, et que le BMP incorpore plus rapidement les acides gras polyinsaturés puis les 

monoinsaturés et enfin les acides gras saturés que les autres phospholipides. Ce réarrangement 

est surement dû à une activité transacylase. 

Une voie de synthèse du BMP a été proposée par Waite & al (Amidon et al., 1996) 

(TA=activité transacylase) (figure 30). Selon ce schéma encore hypothétique, le PG est 

hydrolysé par la PLA2 (ou PLA1 si migration de l’acide gras), formant ainsi un sn-3 :sn-

1’lysophosphatidylglycérol. Une transacylase forme un intermédiaire sn-3 :sn-1’ PG/BMP avec 

un acide gras estérifié par glycérol en position sn-1 et sn-2’. Ensuite, un réarrangement 

structurel se fait spontanément, ou un complexe enzymatique de réorientation non identifié 

permet l’inversion de la stéréoconfiguration de la liaison phosphodiester. De plus en libérant 

un des acides gras en sn-1, le sn-3 :sn-1’ PG/BMP devient un sn-1 :sn-1’ 

lysophosphatidylglycérol. Enfin une transacylase permet l’estérification d’un acide gras sur le 

sn-2 qui devient le sn1 :sn1’ BMP. 
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Figure 30 : schéma possible synthèse BMP (Amidon et al., 1996), TA : activité transacétylase, ROE :  enzyme de 

réorientation 

Il semblerait que le BMP soit synthétisé dans les endosomes, or le PG son précurseur 

endogène   se trouve exclusivement dans les mitochondries.  

Les cardiolipines ont aussi été proposées comme précurseur de BMP. Lors d’incubation 

de cardiolipines avec des lysosomes de rat à pH acide, on observe une synthèse de BMP. Le 

BMP serait synthétisé via le lysoPG issu de la dégradation du cardiolipine (Poorthuis & 

Hostetler, 1978). Les auteurs ont émis l’hypothèse que le BMP est synthétisé dans les 

endolysosomes, à des zones de contact entre les endolysosomes et des membranes contenant 

des précurseurs. On peut envisager une intervention des protéines MAM aux zones de contact 

entre les endosolysosomes et la mitochondrie. 
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5.2.2 Catabolisme 

Bien que le BMP soit peu sensible à la dégradation enzymatique, plusieurs activités 

d’hydrolyse ont été rapportées.  La Lipase de R.arrhizus est capable d’hydrolyser in vitro le 

BMP extrait de cellules utérines de rat (Luquain et al., 2000). Matsuzawa et al ont montré la 

présence dans les lysosomes d’une phosphodiesterase acide qui hydrolyse  le BMP (Matsuzawa 

& Hostetler, 1980). La PLA1 (Cochran et al., 1987), la PLA2 (Ito et al., 2002), la PLRP2 

(Record et al., 2011) et l’ABHD6 (Grabner et al., 2020; Pribasnig et al., 2015) sont aussi 

capables d’hydrolyser le BMP in vitro. Les PLA (phospholipase acide) sont des hydrolases 

acides des phospholipides, elles hydrolysent un acide gras, elles sont localisées de façon 

ubiquitaire dans les cellules. La PLRP2 (pancreatic lipase-related protein 2) a une activité 

PLA2 au pH optimum de 5,5, localisée de façon ubiquitaire dans la cellule.  L’ABHD6 (α/β 

Hydrolase domain-containing 6) est une enzyme ayant une activité monoacylyglycérol 

hydrolase. Son pH optimum est neutre voir faiblement acide. Elle se retrouve localisée avec le 

BMP dans certaines conditions (Pribasnig et al., 2015). Enfin la sphingomyélinase acide (ASM) 

est capable d’hydrolyser un grand nombre de lipides dont le BMP grâce à sa fonction 

phosphodiestérase (Breiden & Sandhoff, 2021). Elle est active à pH acide au niveau des 

endolysosomes.  

5.3 Localisation du BMP 

5.3.1 Intracellulaire   

Le BMP est détecté dans la majorité des cellules de mammifères. Il est aussi présent 

dans les archées et certaines bactéries alcalinophiles mais il est absent des levures (Nishihara et 

al., 1982; Rodriguez-Paris et al., 1993). Le BMP a la particularité de n’être présent qu’au niveau 

du compartiment endolysosomal acide correspondant aux endosomes tardifs et lysosomes 

(Hullin-Matsuda et al., 2014; Kobayashi et al., 1998) (voir chapitre endocytose). Ces organelles 

sont des compartiments semblables mais ne jouant pas le même rôle dont la distinction est 

récente, ce qui a conduit dans un premier temps à localiser le BMP uniquement dans les 

lysosomes. Le BMP apparait dans la voie endolysosomale à partir des corps multi vésiculaires 

(MVB) et sa concentration augmente en parallèle de l’acidification du compartiment endosomal 
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(Hullin-Matsuda et al., 2014). Sa concentration est à son maximum au niveau de l’endosome 

tardif. Bien que le BMP soit un phospholipide peu représenté dans les cellules (de l’ordre de 1 

à 3% des lipides totaux), il représente 15 à 20 % des phospholipides totaux des endosomes, et 

jusqu’à 70 % des phospholipides des membranes des vésicules intra luminales des endosomes, 

les ILV (Galve-de Rochemonteix et al., 2000; Gruenberg, 2020; Hullin-Matsuda et al., 2009, 

2014; Kobayashi et al., 1998) (figures 31 et 32). Dans de rares cas, le BMP va pouvoir être 

observé au niveau du feuillet externe des endosomes tardifs. Cette localisation atypique est dû 

au phénomène de back fusion (Gruenberg, 2020).  

Figure 31 : localisation intracellulaire du BMP, d’après (Kobayashi et al., 1998), marquage immunologique 

couplé à un immunogold dirigé contre le BMP présent dans les endosomes tardifs 

Figure 32: distribution dans les endosomes tardifs du BMP, dans des cellule HeLa. Immunogold dirigé contre le 

BMP via l’anticorps 6C4 (anti-BMP), taille des billes d’or 10 nm source (Gruenberg, 2020) 
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5.3.2 Extracellulaire 

Jusqu’à une dizaine d’années, le BMP n’était observé qu’au niveau du compartiment 

endolysosomal. L’évolution des techniques d’analyse permettant de détecter des quantités 

infimes, le BMP a aussi été mesuré dans des fluides biologiques, au niveau plasmatique, dans 

l’urine, et dans les surnageants de culture (sécrétion des cellules). L’équipe de Meikle a montré 

qu’en absence de pathologie, le BMP est présent dans le plasma humain associé aux 

lipoprotéines dans une proportion de 40%, les 60 % restant seraient transportés par la BSA ou 

bien des vésicules extracellulaires comme les exosomes (Meikle et al., 2008). La présence de 

présence de BMP dans les exosomes est encore aujourd’hui débattue (Laulagnier et al., 2004; 

Miranda et al., 2018; Miranda & Paolo, 2018; Wubbolts et al., 2003).  Notre équipe a montré 

par microscopie électronique la présence de BMP dans des exosomes urinaires et sécrétés par 

des cellules (Rabia et al., 2020). Les résultats de ces études sont présentés dans la partie résultat 

BMP et exosomes.   

5.4 Rôle physiologique 

5.4.1 Rôle dans l’endocytose et la dynamique membranaire des endolysosomes 

La structure et la charge négative sur le groupement phosphate confèrent au BMP une 

conformation conique dans les membranes, très déstabilisante pour les membranes biologiques. 

De nombreuses études ont montré le rôle de fluidifiant et déstabilisant des membranes 

contenant du BMP. Des liposomes contenant du BMP et du GM1 en proportion équimoléculaire 

soumis à une différence de pH interne/externe similaire à celle des endosomes (figure 33) 

forment des vésicules multi-lamellaires rappelant les structures multilamellaires observées lors 

de maladies lysosomales  comme les gangliosidoses  (Hayakawa et al., 2007). Des liposomes 

de BMP de différentes configurations forment spontanément des ILV, en faisant varier le pH 

interne et externe dans ces liposomes (Matsuo et al., 2004). Ces résultats ont permis de montrer 

in vitro la capacité du BMP sous forme native à former spontanément des invaginations de la 

membrane vers l’intérieur de liposome à pH acide et donc d’extrapoler sa fonctionnalité dans 

l’endosome. La forme native du BMP est sn-2 ; sn-2’, en position sn-3 ; sn-3’ le BMP perd son 
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activité de fusion et de vésiculisation (Carrière et al., 2020; Matsuo et al., 2004). Des études 

cellulaires ont aussi été réalisées.  

Figure 33 - Empilement de lipides (ganglioside GM1 et BMP) dépendant du pH (d’après Hayakawa et al., 2007) 

Le D-PDMP qui entraine une diminution du pH augmente le nombre de corps multi 

vésiculaires dans les endosomes. Ces MVB contiennent des régions riches en BMP (Makino et 

al., 2006). Une autre étude portant sur la déplétion du récepteur au mannose-6-phosphate, a mis 

en évidence cette formation de corps multi vésiculaires dans des endosomes riches en BMP 

(Reaves et al., 2000).  

Les domaines riches en BMP présents dans la membrane endosomale ont la faculté de 

former des ILV (Burger, 2000; Dikic, 2004; Matsuo et al., 2004). En effet, par sa forme conique 

le BMP a la faculté de réaliser des courbures négatives spontanées des membranes par un 

mécanisme dépendant de la protéine ALIX (Hullin-Matsuda et al., 2009; Hurley, 2008). ALIX 

et le BMP vont interagir pour contrôler la formation d’IVL vers le lumen endosomal mais aussi 

vers le cytosol (back fusion)  (Dikic, 2004; Falguières et al., 2009; Gruenberg, 2020; Hullin-

Matsuda et al., 2009; Matsuo et al., 2004).  Lors de la back fusion, le BMP est observé au niveau 

du feuillet externe de la membrane limitante des endosomes (Gruenberg, 2020), ce qui pourrait 

permettre à l’hydrolase ABHD6 de dégrader le BMP (voir partie catabolisme du BMP) 

(Grabner et al., 2020; Pribasnig et al., 2015). La réalisation de ces phénomènes d’invagination 

par le BMP et ALIX requièrent d’autres facteurs, comme par exemple les complexes ESCRTs 

(Dikic, 2004; Falguières et al., 2009; Gruenberg, 2020; Hullin-Matsuda et al., 2009; Matsuo et 

al., 2004). La back fusion permet de faire le lien entre les endosomes et le TGN. Plusieurs 

pathogènes vont utiliser la back fusion comme par exemple la toxine de l’anthrax, le virus HIV, 

le virus de la stomatite vésiculaire (VSV), de l’encéphalite japonaise et de la fièvre jaune 

flavivirus (Abrami et al., 2013; Carrière et al., 2020; Gruenberg, 2020; Gruenberg & van 
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der Goot, 2006; Le Blanc et al., 2005; Luquain-Costaz et al., 2020; Luyet et al., 2008) .  Il est 

intéressant de voir que dans les endosomes, il peut y avoir des ILV avec du BMP et d’autres 

sans (Gruenberg, 2020; Scott et al., 2014). Le BMP joue donc un rôle très important dans la 

dynamique membranaire des endosomes mais pas seulement. Le rôle du BMP dans la fusion 

membranaire est à l’origine de l’hypothèse émise par Subra et al (Subra et al., 2007) considérant 

le rôle du BMP dans la fusion membrane plasmique - corps multi vésiculaire, permettant la 

sécrétion d’exosomes, qui sera développée plus loin. 

5.4.2 Rôle dans l’homéostasie et le trafic intracellulaire du cholestérol 

Le BMP joue plusieurs rôles dans le transport et le métabolisme du cholestérol. Le 

cholestérol issu des LDL est distribué dans la cellule à partir des LE. Le cholestérol libre va 

sortir des endosomes tardifs par le biais des protéines NPC 1 et 2, protéines mutées dans la 

maladie de NPC (Vanier, 2010). L’utilisation de l’anticorps anti-BMP, d’anticorps anti-

phospholipides ou de composés lipophiles cationiques (permettant de neutraliser la charge 

négative du BMP) entraine une modification du trafic du cholestérol (Delton-Vandenbroucke 

et al., 2007; Hullin-Matsuda et al., 2009; Kobayashi et al., 1999; Reaves et al., 2000). Il est 

observé une augmentation du cholestérol libre dans les LE et une diminution de la mobilité des 

LE, lors de l’utilisation d’U18666A sur des cellules HeLa et BHK (Lebrand et al., 2002). Ce 

phénotype est semblable à celui observé dans la maladie de NPC. Lors de l’utilisation de 

l’anticorps anti-BMP, il y a une diminution de l’efflux du cholestérol par les HDL, le BMP 

jouerait donc un rôle au niveau de la voie des transporteur ABC G1 et A1 (Arnal-Levron et al., 

2019; Delton-Vandenbroucke et al., 2007; Luquain-Costaz et al., 2013). Des études récentes 

ont montré qu’une interaction physique entre le BMP et NPC 2 est nécessaire au transport du 

cholestérol par NPC 1 (McCauliff et al., 2019). 

Notre équipe a montré que lors de l’incubation de l’anticorps anti-BMP avec des 

macrophages (RAW, THP1) le cholestérol intracellulaire est modifié. Il a été observé une 

augmentation du cholestérol libre, sans modification de la capacité d’estérification du 

cholestérol des cellules. On observe aussi une augmentation du cholestérol présent dans la 

membrane plasmique lors d’une surcharge en cholestérol médiée par des LDL acétylées 
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(Delton-Vandenbroucke et al., 2007), associée à  une diminution de l’efflux de cholestérol par 

les HDL. 

L’augmentation du BMP intracellulaire en incubant des cellules RAW 264.7 avec du 

PG, entraine une diminution de l’expression de SREBP2 et de la HMGCOA réductase, enzymes 

clés de la synthèse du cholestérol, suggérant une diminution de la synthèse de cholestérol 

(Luquain-Costaz et al., 2013). Il y aurait aussi une augmentation du cholestérol libre présent 

dans le RE sans augmentation de l’estérification du cholestérol. Toutefois, l’augmentation du 

BMP entraine aussi une diminution de l’efflux par les HDL, résultant d’une diminution de 

l’expression des ABC transporteurs A1 et G1 et des LXR α et β. L’enrichissement en BMP 

dans des cellules traitées ou non par des LDL oxydés ne modifie pas le cholestérol libre et 

estérifié cellulaire. 

Ces résultats prouvent donc l’importance du taux de BMP endosomal dans la régulation 

de l’homéostasie du cholestérol en contrôlant sa distribution intracellulaire et ses pools 

fonctionnels, et donc le métabolisme du cholestérol. 

Chevalier et al, ont montré que le BMP et la protéine ALIX jouent un rôle dans le trafic 

du cholestérol. En effet, la diminution de l’expression d’ALIX dans des cellules Hela par siARN 

entraine une diminution du BMP, suggérant un lien fonctionnel. Le contenu en cholestérol est 

aussi diminué ainsi que le nombre d’ILV dans les endolysosomes. Les auteurs concluent que la 

diminution du cholestérol intracellulaire est due à la diminution des ILV, il serait dirigé vers la 

sécrétion. Par ailleurs, en incubant des cellules NPC avec des liposomes de BMP, ils ont montré 

une diminution de l’accumulation du cholestérol cellulaire, concluant que le BMP pourrait 

réverser le phénotype NPC et serait donc limitant dans cette pathologie (Chevallier et al., 2008). 

Des travaux de l’équipe ont en outre suggéré un rôle protecteur du BMP contre 

l’oxydation du cholestérol qui génère les oxystérols. Ces produits d’oxydation sont issus des 

LDL oxydées et /ou après oxydation intracellulaire du cholestérol dans le LE (Y. Chen et al., 

2015, 2018) . Le rôle protecteur du BMP serait médié par la protéine ORP11(Arnal-Levron et 

al., 2019). De plus l’espèce moléculaire di-DHA BMP joue un rôle d’antioxydant permettant 

d’éviter l’oxydation du cholestérol en oxystérols (Bouvier et al., 2009)  

L’utilisation de l’anticorps anti-BMP a permis de mettre en évidence un lien entre la 

mobilité des endosomes, le BMP et le cholestérol. En effet lors de l’incubation de cellules NPC 

avec l’anti-BMP ou bien des cellules incubées avec l’anti-BMP et l’U1866A, les endosomes 
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tardifs perdent leur mobilité. Les auteurs suggèrent que cette inhibition est due à l’augmentation 

du cholestérol dans les endosomes (Lebrand et al., 2002). 

Enfin, une étude sur le rôle du BMP dans des modèles NPC1 ont montré un lien entre 

le BMP et l’autophagie. En effet, l’augmentation du BMP intracellulaire entraine une 

diminution du cholestérol cellulaire via l’autophagie dans ces modèles (Ilnytska, Lai, et al., 

2021).  

5.4.3 Rôle du BMP dans les voies de dégradation intra- lysosomales 

Le BMP est aussi associé à la régulation de certaines hydrolases. En effet sa charge 

négative permettrait d’augmenter l’accessibilité des phospholipides avec leur hydrolase 

(Hullin-Matsuda et al., 2009; Linke, Wilkening, Lansmann, et al., 2001). La saposine C peut 

s’associer avec le di-oléate BMP permettant de faire des fusions membranaires. La saposine C 

active indirectement les céramidases acides, et son association avec le BMP aussi (Linke, 

Wilkening, Sadeghlar, et al., 2001). In vitro, le BMP semble augmenter l’activité de la LAL 

(Makino et al., 2006). La LAL permet l’hydrolyse des esters de cholestérol issus des LDL. 

Néanmoins lors de l’utilisation de l’anti-BMP dans des cellules, il n’y a pas de modification de 

l’activité de la LAL (Delton-Vandenbroucke et al., 2007). La phospholipase A2 lysosomale, la 

sphingomyélinase acide ont leur activité augmentée en présence de BMP (Hsp70 facilite la 

liaison BMP_ASM)(Abe & Shayman, 2009; Linke, Wilkening, Lansmann, et al., 2001). De 

plus, lors de maladie auto immune comme par exemple les syndromes anti-phospholipides 

(APS), on constate une immobilisation du BMP par des anticorps, conduisant à une 

augmentation de la quantité de phospholipides et de sphingolipides dans les endolysosomes. 

Cette augmentation est aussi observée avec l’anticorps anti-BMP (Kobayashi et al., 1998). Le 

BMP joue donc un rôle dans la dégradation intra-lysosomale en augmentant les interactions 

hydrolase - substrat. 

Des études antérieures et récentes ont démontré un lien entre le BMP et les maladies 

auto-immunes. Kobayashi et al, ont montré que lors des APS, le BMP est reconnu par les 

anticorps anti-phospholipides (AP) entrainant une perturbation du trafic endosomal (Galve-de 

Rochemonteix et al., 2000; Kobayashi et al., 1998). Une accumulation anormale des récepteurs 

IGF2 et MPR est observée dans les endosomes suggérant que le BMP joue un rôle dans le trafic 

endosomale des protéines (Kobayashi et al., 1998). (Kobayashi et al., 1998). En effet, en 
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condition physiologique, ces récepteurs sont présents majoritairement dans l’appareil de golgi, 

d’où ils sont recrutés vers les endosomes puis recyclés vers l’appareil de golgi, conduisant à 

des cycles entre les 2 organites. De plus, la reconnaissance par les AP du BMP, entraine une 

accumulation de matériels dans les endosomes visibles par microscopie électronique 

(Kobayashi et al., 1998). La β2GPI est une protéine plasmatique, qui est la cible principale des 

AP (Garcia & Erkan, 2018). L’interaction entre le BMP et les AP est médiée en partie via 

β2GPI, mais pas que, elle est aussi directe ou indirecte via d’autres protéines (Galve-de 

Rochemonteix et al., 2000). Les APS sont connus pour provoquer des thromboses et d’autres 

pathologies, les auteurs ont ainsi conclu que le BMP joue un rôle dans ces pathologies associées 

aux APS (Galve-de Rochemonteix et al., 2000). Récemment Muller-Calleja et al (Kaplan, 2021; 

Müller-Calleja et al., 2021) ont montré un lien direct entre les thromboses associées aux APS 

et le BMP. Ce lien est médié par le récepteur EPCR (récepteur endothélial à la protéine C). En 

condition physiologique, l’EPCR est associé à différents phospholipides comme les PC, mais 

pas le BMP(Dahlbäck & Villoutreix, 2005). Cette association permet l’activation de la protéine 

anti-coagulante C, permettant le déclenchement de réaction anti inflammatoire et anti 

thrombotique. Mais lors d’APS, l’EPCR est associé au BMP(Kaplan, 2021; Müller-Calleja et 

al., 2021). L’EPCR est un récepteur de la membrane plasmique, cette association est donc 

surprenante (BMP uniquement dans les endosomes). Les AP vont reconnaitre le complexe 

BMP/EPCR, provoquant l’activation des cellules β induisant une augmentation des AP, 

l’activation des plaquettes pouvant déclencher des thromboses et une réaction inflammatoire 

(Kaplan, 2021; Müller-Calleja et al., 2021). Des cas d’APS ont pu être observés lors de 

syndrome de déficience respiratoire sévère lors de la COVID-19 (Martirosyan et al., 2019)ou 

lors de Lupus (Kaplan, 2021).  

Le rôle du BMP dans les APS est à étudier pour permettre de mieux comprendre les 

mécanismes mis en jeu et développer des options thérapeutiques.  
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5.5 Applications médicales 

5.5.1 Biomarqueur à but diagnostic et pronostic 

Une élévation du BMP cellulaire et plasmatique est observée dans de nombreuses LSD : 

Maladie de Niemann Pick de type C, Fabry… (Meikle et al., 2008; K. L. Thompson et al., 

2012). Le BMP permet donc d’être un biomarqueur de LSD/phospholipidose. Cependant, il 

s’agit d’un biomarqueur générique. C’est-à-dire qu’il n’est pas spécifique d’une seule maladie 

mais de plusieurs, ce qui permet de le considérer comme un excellent marqueur de 

dysfonctionnement du compartiment endolysosomal. On pourrait donc utiliser le BMP pour 

permettre de différencier les personnes atteintes d’une maladie endolysosomale génétique ou 

induite, suivre son évolution.  (Syndrome métabolique etc.) 

Le BMP est utilisé comme biomarqueur de phospholipidoses induites par les CAD lors 

des tests de dépistage toxicologique dans l’industrie pharmaceutique. De nombreuses études 

chez le rat ont montré que la chloroquine et l’amiodarone augmentent le BMP urinaire chez le 

rat (Hullin-Matsuda et al., 2009; Matsuzawa & Hostetler, 1980; K. L. Thompson et al., 2012; 

A. Yamamoto et al., 1971, 1976). L’équipe de Thompson a montré une augmentation du di-

DHA BMP urinaire chez le rat lors d’une phospholipidose induite par l’amiodarone (K. L. 

Thompson et al., 2012). Notre équipe a récemment montré que le traitement à l’amiodarone 

entraine une augmentation du BMP urinaire chez l’homme (Rabia et al., 2020). Dans la partie 

résultat nous reviendrons en détail sur cette étude.  

5.5.2 Implication du BMP dans le désengorgement cellulaire 

Des études sont en cours pour l’utilisation du BMP comme outil thérapeutique. Une 

étude préliminaire portant sur la NPC est prometteuse. L’équipe de Storch (Ilnytska, Jeziorek, 

et al., 2021) a en effet montré qu’une augmentation de BMP intracellulaire dans des fibroblastes 

NPC (human primary NPC1 Fibroblasts (GM03123) incubées avec du OO-PG) stimule la 

sécrétion d’exosomes, confirmant le lien entre BMP et la sécrétion exosomale. De plus, 

l’augmentation de BMP est corrélée à une meilleure sortie du cholestérol des cellules NPC. Le 
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BMP aide en outre à éliminer du cholestérol via un mécanisme d’autophagie. En effet 

l’augmentation du BMP intracellulaire stimule l’autophagie et permet de diminuer la surcharge 

en cholestérol (Ilnytska, Lai, et al., 2021). Cette étude supporte l’utilisation du BMP dans 

diverses maladies de surcharge en cholestérol comme la NPC. 

Le BMP jouerait un rôle dans le dégorgement des cellules du peptide β amyloïde. En 

effet lors de perturbation endosomale induite dans des neuroblastes, les cellules secrètent des 

exosomes enrichis en BMP et peptide β amyloïde. Il serait intéressant de poursuive ces études 

pour étudier le rôle du BMP dans les maladies neurodégénératives. (Miranda et al., 2018; 

Miranda & Paolo, 2018). 

Enfin l’équipe a pu mettre en évidence un lien entre la production des oxystérols et la 

concentration en BMP, via la protéine ORP11. Il serait intéressant de poursuivre ces travaux et 

de voir si un enrichissement en BMP pourrait dégorger l’excès d’oxystérols dans les cellules 

(Arnal-Levron et al., 2019). Pour rappel, les oxystérols provoquent un stress oxydatif qui 

conduit à l’apoptose des cellules.  

5.5.3 Implications thérapeutiques du BMP lors des infections virales. 

Le BMP a été impliqué dans les infections virales. En effet, les virus à ARN comme 

celui de la Dingue ou du SARS CoV-1 ont besoin de phospholipides anioniques comme le BMP 

pour infecter les cellules de leur hôte (Carpio & Villalaín, 2020; Luquain-Costaz et al., 2020; 

Stadler et al., 2008; Zaitseva et al., 2010). Les virus sont internalisés et rejoignent la voie 

endosomale. Les virus détournent ainsi le trafic endosomal pour être libérés dans le cytosol et 

donc poursuivre et propager l’infection. Ce détournement nécessite une composition lipidique 

spécifique de la membrane des endosomes (Carpio & Villalaín, 2020; Luquain-Costaz et al., 

2020; Roth & Whittaker, 2011). Le virus de la stomatite vésiculeuse (VSV) requiert du  BMP 

pour échapper à la voie endosomale et poursuivre l’infection (Luyet et al., 2008):  des études 

ont en effet montré que la diminution de la quantité de BMP (en diminuant l’expression de la 

protéine ALIX) réduit l’infection par le VSV (Carrière et al., 2020; Matsuo et al., 2004). 

L’utilisation de l’anticorps anti-BMP provoquant l’immobilisation du BMP dans les endosomes 

entraine une diminution de l’infection par le virus de la dengue (Carrière et al., 2020; 

Pattanakitsakul et al., 2010). (Carrière et al., 2020; Pattanakitsakul et al., 2010). L’augmentation 
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de BMP obtenue lors de perturbation endosomale induite par l’U18666A ou le MAFP conduit 

à une diminution de l’infection par le HIV (Carrière et al., 2020; Chapuy-Regaud et al., 2013). 

Deux récentes revues (Carrière et al., 2020; Luquain-Costaz et al., 2020) ont mis en 

évidence le double rôle du BMP dans les infections virales. Le BMP jouerait un rôle pro viral 

lorsque l’infection virale a lieu sans perturbation endosomale. Le BMP jouerait un rôle anti 

viral lorsque l’infection virale a lieu lors de perturbations endosomales. Ces perturbations 

doivent entrainer une augmentation ou une diminution du BMP, et/ou une augmentation du pH 

des endosomes.  

Le BMP aide à la back fusion grâce à ces propriétés fusogéniques, qui sont maximales 

à pH acide et faible à pH 6,4 (dû à une modification de la position des acides gras). La 

chloroquine augmente le pH des endosomes, concluant à un pH d’environ 7,4  (Tycko & 

Maxfield, 1982). Ce qui diminuerait la back fusion des endosomes due à une modification de 

la position des acides gras du BMP, et donc limiterait l’infection des virus (Carrière et al., 2020). 

Le BMP pourrait donc être à la fois une cible et un outil thérapeutique dans les infections 

virales. 
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PARTIE II-MATERIELS ET 

METHODES 
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Chapitre 6 : Matériels et produits utilisés 

 

6.1 Matériels spécifiques utilisés 

 

Tableau 23: liste du matériel utilisé 

Matériels Utilisation 

Centrifugeuse 5804R Eppendorf 

(rotor S-4-72 /FA 34-6-38/FA 45-30-11) 

Toutes les centrifugations jusqu’à 

10 000g 

Ultracentrifugeuse Ultra Beckman 

CO-LE80K     (rotor 50.2 Ti) 

Purification EV et préparation du 

milieu « EV free » 

Ultracentrifugeuse Optima TL 

Ultracentrifuge Beckman (rotor TLA 

100.3/100.2) 

Purification EV après ultrafiltration 

Ultracentrifugeuse Optima XE-90 

Beckman Coulter (rotor SW 41 Ti) 

Gradient de sucrose 

Tube amicon cut off 100 kDa (Sigma 

ref UFC 9100/24) 

Ultrafiltration 

Lecteur de plaque : Multiscan Go 

(Thermo scientific) 

Lecture absorbance dosage protéines 

Imageur : Camera Image Master 

VDS-CL (Amersham Biosciences) 

Analyse Western blot 
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6.2 Produits (chimiques et autres) 

 

6.2.1 Standards lipidiques 

 

Les standards lipidiques proviennent d’Avanti Polar Lipids (Alabaster, Alabama, USA).  

Tableau 24: liste des différents standards lipidiques 

Nom usuel Nom référence Avanti Polar Lipids référence 

di-oléate BMP bis(monooleoylglycero)phosphate 

(S,R Isomer) 

857133P 

di-oléate PG 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phospho-

(1′-rac-glycerol) 

840475P 

di-myristate BMP bis(monomyristoylglycero)phosphate 

(S,R Isomer) 

857131P 

di-myristate PG 1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-

phospho-(1′-rac-glycerol) 

840445P 

Cholestéryl oléate (EC 

18 :1) 

 700269P 

cholestérol  700000P 

di-oléate PC 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-

phosphocholine 

850375P 

di-oléate PE 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-

phosphoethanolamine 

850725P 

di-oléate PS 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phospho-

L-serine 

840035P 

Oléate sphingomyéline N-oleoyl-D-erythro-

sphingosylphosphorylcholine 

860587P 

Triolein (tri-oléate TAG) 1,2,3-tri-(9Z-octadecenoyl)-glycerol 870110O 

di-oléate DAG 1-2-dioleoyl-sn-glycerol 800811O 

Acide oléique  861809O 

 

6.2.2 Divers réactifs chimiques 

 

Tous les solvants utilisés proviennent de VWR Chemicals et sont soit HPLC grade ou 

RPE. Le formate d’ammonium, l’amiodarone hydrochloride, l’U18666A, la chloroquine et le 

sucrose proviennent de Sigma Aldrich (Saint-Quentin Fallavier, France). 
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6.2.3 Produits pour culture cellulaire 

 

Tous les produits de culture cellulaire : les milieux, le sérum de veau fœtal (SVF), les 

antibiotiques proviennent de Gibco (ThermoFisher Scientific, Illkirch, France) sauf pour le 

milieu HAM F10 qui provient de Sigma Aldrich (Saint-Quentin Fallavier, France). 

 

6.2.4 Anticorps 

 

Les anticorps monoclonaux proviennent de Santa Cruz biotechnology (Heidelgerg, 

Germany), Anti CD 63 (sc-5275), Anti ALIX (sc-53540), Anti TSG 101 (sc-7964), Anti CD 81 

(sc-166 028), Anti Lamp1 (sc-20011).  

L’anticorps secondaire dirigé contre les anticorps monoclonaux de souris couplé à la 

peroxydase provient de Jackson ImmunoResearch Labs (Baltimore Pike, West Grove, Etats-

Unis) 

Le conjugué fluorescent AF488 (références 44708S) provient de Cell Signaling 

technology (Danvers, Massachusetts, Etats-Unis)  

L’anticorps anti-BMP (6C4) est un anticorps monoclonal de souris donné par le Dr 

T.Kobayashi (Université de Strasbourg, France et RIKEN, Japon) (Kobayashi et al., 1998) 
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Tableau 25: liste des anticorps utilisés 

Nom 

anticorps/ 

cible 

Référence Type 

(mono/poly 

clonal) 

Immunoglobuline Cible Origine 

Anti-BMP 6C4 Monoclonal Hybridome ( et 

IgG1κ sous forme 

purifiée) 

BMP de 

hamster 

(membranes 

endosomales  

de cellules  

BHK) 

Souris 

Anti CD63 Sc-5275 Monoclonal IgG1 Protéine 

totale 

humaine 

Souris 

Anti CD81 sc-166 028 Monoclonal IgG2b Acides 

aminés 90-

210 de la 

protéine 

humaine 

Souris 

Anti 

TSG101 

sc-7964 Monoclonal IgG2a Acides 

aminés 1-

138 de la 

protéine de 

souris 

Souris 

Anti ALIX sc-53540 Monoclonal IgG1κ Protéine 

totale 

humaine 

Souris 

Anti Lamp1 Sc-2011 Monoclonal IgG1 κ Protéine 

totale 

humaine 

Souris 

 

6.3 Matériels biologiques 

6.3.1 Cellules en culture : 

 

Toutes les cellules sont cultivées en routine au laboratoire et sont contrôlées pour 

vérifier l’absence de mycoplasme. 

6.3.1.1 Lignées cellulaires commerciales 

 

Toutes les lignées cellulaires sont issues de l’American Type Culture Collection 

(ATCC). 
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6.3.1.1.1 Cellules RAW 264.7  

 

Les cellules RAW 264.7 (ATCC® TIB-71TM) sont cultivées avec du milieu MEM 

(Minimum Essential Media), supplémenté avec 10% de sérum de veau fœtal (SVF) 

décomplémenté, 1% d’acides aminés non essentiels (NEAA), et 100U/ml de pénicilline, 

100 µg/ml streptomycine (1% P/S). Les cellules sont placées à 37°C dans une atmosphère 

humide avec 5% CO2. Ces cellules sont des macrophages péritonéaux murins, obtenus après 

infection par « le virus de la leucémie Abelson ». Elles ont un temps de doublement d’environ 

18h. Elles sont utilisées jusqu’à un passage n=20. Elles sont cultivées en routine dans des 

flasques de culture de 75cm², et récupérées par grattage du tapis cellulaire pour la subculture. 

Les cellules sont ensuite ensemencées à 5.105 cellules pendant 1 semaine puis repiquées. Le 

milieu est changé 2 fois par semaine. 

6.3.1.1.2 Cellules HEK 293  

 

Les cellules HEK 293 (Human Embryonic Kidney) (ATCC CRL-1573) sont cultivées 

dans du milieu DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) supplémenté avec 10% de sérum 

de veau fœtal décomplémenté, et 1% P/S. Les cellules sont placées à 37°C dans une atmosphère 

humide avec 5% CO2.  Les HEK 293 sont des cellules embryonnaires rénales humaines. Elles 

ont un temps de doublement d’environ 24h et sont utilisées jusqu’au passage 20. Elles sont 

cultivées en routine dans des flasques de culture de 75cm². La subculture est réalisée par 

trypsination du tapis cellulaire. Les cellules sont ensuite ensemencées à 3.106 cellules pendant 

1 semaine puis repiquées. Le milieu est changé 2 fois par semaine.  

6.3.1.1.3 Cellules THP-1  

 

Les cellules THP-1 (ATCC TIB-202) sont des monocytes humains. Elles sont cultivées 

avec du milieu RPMI 1640 supplémenté par 10% de SVF décomplémenté, 100U/mL de 

pénicilline et 100µg/mL de streptomycine. Les cellules sont placées à 37°C dans une 

atmosphère humide avec 5% CO2. Les THP 1 sont des monocytes humains issus d’un 

prélèvement sanguin d’un enfant atteint de leucémie. Elles ont un temps de doublement 
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d’environ 24h et sont utilisées jusqu’à un passage n=20. Elles sont cultivées en routine en 

suspension dans des flasques de culture de 75cm². La subculture est réalisée par centrifugation 

du milieu cellulaire et reprise du culot. Les cellules sont ensuite ensemencées à 30.105 cellules 

pendant 1 semaine puis repiquées. Le milieu est changé 2 fois par semaine.  

Les monocytes THP-1 sont différenciés en macrophages en présence de 50ng/ml de 

PMA (phorbol 12-myristate 13 acetate) pendant 72h.  

 

6.3.1.2 Cellules non transformées (primaires et assimilées) 

6.3.1.2.1 Fibroblastes de peau issus de sujets contrôles ou patients NPC  

  

Les cellules, fibroblastes issus de biopsie de peau de sujets contrôles ou de patients 

atteints de NPC, ont été obtenues dans le cadre d’un contrat de transfert avec le Centre de 

Ressources Biologiques des Hôpitaux Civils de Lyon CRB-HCL, CBC Biotec (www.chu-

lyon.fr/fr/centre-de-ressources-biologiques) (tableau 26). Elles sont cultivées dans du milieu 

Ham F10 supplémenté avec 20% de SVF décomplémenté, 100U/ml de pénicilline, 100 µg/ml 

streptomycine et l’ajout de CaCl2 (2 mM final). Les cellules sont placées à 37°C dans une 

atmosphère humide avec 5% CO2. Elles ont un temps de doublement d’environ 48h. Elles sont 

cultivées en routine dans des flasques de culture de 75cm². La subculture est réalisée par 

trypsination du tapis cellulaire. Les cellules sont ensuite ensemencées à 1,5.106 cellules pendant 

1 semaine puis repiquées. Le milieu est changé 2 fois par semaine.  

Tableau 26 : Caractéristiques des cellules de fibroblastes de patients NPC et sujets contrôles utilisés 

Cellule Age sujet Type Mutation 

AC900 20 jours Contrôle  

AC935 1 an et demi Contrôle  

AD160 9 mois Contrôle  

R935 1 an et demi NPC NPC1 : R218Q 

(homozygote) 

R715 1 mois et demi NPC NPC2 : C99R  

(homozygote) 

R075 4 mois NPC NPC1 : L850P + 

R958X 

(hétérozygote) 
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6.3.1.2.2 Cellules primaires monocytaires humaines 

 

Ces monocytes sont issus de l’interface enrichie en leucocytes sanguins (ou « buffy 

coat ») obtenue auprès de la Croix Rouge Suisse et provenant de poches de sang de volontaires 

sains (selon Projet P_103 de René Köffel, ayant obtenu l’autorisation du comité d’éthique de la 

Croix Rouge Suisse). Les monocytes sont obtenus selon le protocole publié (Köffel et al., 2014). 

Les monocytes primaires sont différenciés en macrophages en milieu RPMI supplémenté avec 

10% de SVF décomplémenté, 100U/ml de pénicilline, 100 µg/ml streptomycine, et 75 µg/mL 

de M-CSF (Macrophage colony-Stimulating Factor / Facteur de Stimulation des Colonies de 

Macrophages) pendant 7 jours à 37°C dans une atmosphère humide avec 5% CO2. 

 

6.3.2 Produits biologiques : 

6.3.2.1 Urines 

 

Les échantillons d’urines ont été obtenus dans le cadre d’une étude clinique qui est 

décrite plus loin (partie 7.1.1).  

Brièvement, la seconde urine du matin a été recueillie puis congelée à -80°C. Après 

décongélation, le volume d’urine a été mesuré, les urines ont été centrifugées puis analysées 

puis stockées à -80°C.  

 

6.3.2.2 Lipoprotéines 

6.3.2.2.1 Préparation des LDL 

 

Les lipoprotéines de faible densité sont obtenues par ultracentrifugation différentielle, à 

partir de sang prélevé chez des donneurs sains, par l’établissement français du sang de Lyon. 

Les LDL sont présentes dans le plasma, il faut donc dans un premier temps isoler le plasma du 

sang. Le plasma est obtenu par une centrifugation à 900g, pendant 20min, à température 

ambiante. Les LDL sont ensuite séparées des autres lipoprotéines. Le plasma est ultracentrifugé 

pendant 18h, à 180 000 g, à 10°C pour éliminer les VLDL (Very Low Density Lipoprotein) et 
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chylomicrons qui forment un anneau par flottaison. Le mélange de LDL+ HDL est recueilli, le 

volume est mesuré et la densité est ajustée à 1,063 avec du bromure de potassium (KBr) à raison 

de 85,7 mg de KBr par mL. Après ultracentrifugation pendant 20h, à 180 000g, à 4°C, les LDL 

flottent et les HDL sédimentent. Les LDL sont récupérées et dialysées toute la nuit, à 4°C, sous 

agitation dans un tampon Tris contenant 2mM d’EDTA avec un pH de 7,4 (Tris-HCl : 10 mM 

; NaCl 150 mM ; pH 7,4). La quantité de protéines des LDL est quantifiée par le réactif de 

Bradford (partie 6.1), les LDL sont conservées à -80°C.  

 

6.3.2.2.2 Acétylation des LDL  

 

Les LDL sont acétylées par réaction chimique  (Basu et al., 1976). Les LDL sont placées 

dans une solution d’acétate de sodium saturée à raison d’un volume de LDL pour un volume 

d’acétate de sodium saturé. Pour permettre l’acétylation des LDL, un ajout d’anhydride acétique 

est réalisé à hauteur de 1,5 fois la masse de protéine, à 4°C, en plusieurs fois soit 1µL=1mg 

d’anhydride acétique toutes les 10min, les acLDL sont ensuite dialysées pour éliminer 

l’excédent d’acétate de sodium et d’anhydride acétique dans le tampon Tris-EDTA, toute la 

nuit à 4°C sous agitation. Les LDL acétylées sont conservées à 4°C, jusqu’à 15 jours avant leur 

utilisation. 

 

6.3.3 Préparation des liposomes de phosphatidylglycérol  

 

La solution stock de liposomes de di-oléate PG utilisée pour l’incubation des cellules 

est préparée à la concentration de 4,7mM dans du PBS.  

Une quantité de di-oléate PG contenue dans du chloroforme, permettant d’obtenir une 

concentration finale 4,7mM de liposome de PG, est prélevée et déposée dans un tube en pyrex 

avec un bouchon avec du téflon, évaporée sous azote puis par dessiccation sous cloche à vide, 

pendant environ 1h20 à température ambiante. Un volume adéquat de PBS stérile froid est 

ajouté puis le tube est fermé sous azote. Le tube est ensuite vortexé 5 fois 1min avec 30 sec de 

pause dans de la glace. Ceci permet la formation de liposomes multilamellaires (MLV). Les 

MLV vont ensuite subir une étape de sonication pour obtenir des liposomes unilamellaires. La 
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sonication est réalisée à l’aide du sonicateur Bioblock Scientific VibraCell 75043_750W_20Hz 

couplé à la sonde CV33 (Sonics and Materials Inc) de diamètre 32 mm. La sonication dure 

15min avec des pulses on de 5 sec et des pulses off de 1sec à 4°C. Les liposomes unilamellaires 

de di-oléate PG sont ensuite stockés à 4°C pendant 1 semaine maximum. 

Chapitre 7 : Protocoles expérimentaux 

 

7.1 Modification de la voie endosomale par des amines cationiques (amiodarone, 

chloroquine) : étude clinique et in vitro 

 

7.1.1 Etude clinique 

 

Le formulaire de consentement éclairé des patients et des volontaires sains (agrément 

ministériel N° DC2010-117) a été validé, et le recrutement des patients a été établi après 

évaluation du dossier clinique avec l’équipe médicale des services d’Endocrinologie du Pr 

Philippe Moulin, et du service de Cardiologie du Dr Cyrille Bergerot des Hôpitaux de Lyon-

Est (Rabia et al., 2020).  

L’étude a porté sur 24 patients traités avec des doses orales moyennes d’amiodarone de 

200g/jour pendant des temps variables, dont 6 patients souffrant de dysthyroïdie due au 

traitement par l’amiodarone ; 6 patients atteints d’une stéatose hépatique non alcoolique 

(NASH) permettant d’observer l’impact d’une accumulation de lipides dans le foie sur le BMP 

urinaire ; et 12 sujets sains.  

Les données biologiques et générales des différents sujets se trouvent dans le tableau ci-

dessous (tableau 27). 
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Tableau 27: paramètres biologiques des sujets de l'étude clinique 

Données 

générales 

 Sujets 

contrôles 

Patients sous 

amiodarone 

Patient 

NASH 

Nombre 12 24 6 

Age 61 ± 2 71 ± 2 61 ± 7 

Homme/Femme 6/6 10/14 3/3 

Amiodarone : 

durée moyenne du 

traitement, dose 

amiodarone 

moyenne 

 5-12 mois ; 

200g 

 

Cardiomyopathie  15  

Dysthyroïdie  6  

Hypothyroïdie  4  

Hyperthyroïdie  2  

     

Données 

biologiques 

Créatinine urinaire 

(mmol/L) 

9,2  ± 1,9 7,4 ± 0,8 9,3 ± 1,9 

IMC  (kg/m2)  27 ± 1 39 ± 1,9 

AST plasmatique 

(UI/L) 

 40 ± 13 36 ± 7 

ALT plasmatique 

(UI/L) 

 50 ± 23 43 ± 11 

HbA1c 

plasmatique (%) 

 6,9 ± 0,3 7,6 ± 0,4 

HDL plasmatiques 

(g/L) 

 0,45 ± 0,04 0,34 ± 0,05 

LDL plasmatiques 

(g/L) 

 0,97 ± 0,09 1 ± 0,2 
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7.1.2 Etude in vitro (culture cellulaire) 

 

La modification du compartiment endosomal in vitro a été réalisée sur des macrophages 

RAW 264.7, deux agents pharmacologiques connus pour provoquer des phospholipidoses ont 

été utilisés : l’amiodarone et la chloroquine.  

 

Pour étudier la production des EV, les cellules sont cultivées dans des flasques de culture 

de 150cm2. Le jour J un million de cellules sont ensemencées par flasque, dans leur milieu 

habituel (10% SVF). A J+3 le milieu est changé par des milieux contenant les stimuli (tableau 

28). Après 24h de stimulation, le surnageant est retiré et les cellules sont lavées comme 

précédemment. Puis, 25 mL de milieu « EV free » sont ajoutés et les cellules sont mises à 

sécréter pendant 48h en maintenant la chloroquine et l’amiodarone. Puis les milieux de culture 

(pour analyser les EV) et les cellules sont recueillis. 

Pour réaliser ces expériences les volumes de surnageants utilisés sont de 200 mL 

(équivalent à 8 flasques de cultures) 

Tableau 28: concentration et milieu des différentes conditions pour les expériences de perturbation de la voie 

endosomale par des amines cationiques. 

Stimuli Concentration Finale  

Amiodarone 5µM 

Chloroquine 5µM 

Stimuli Milieu de stimulation 

Contrôle Milieu MEM 1% SVF + 1% NEAA + antibiotiques  

Amiodarone Milieu MEM 10% SVF + 1% NEAA + antibiotiques + 5µM 

amiodarone 

Chloroquine Milieu MEM 10% SVF + 1% NEAA + antibiotiques + 5µM 

chloroquine 
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7.2 Modification de la voie endosomale par surcharge en cholestérol induite par les 

lipoprotéines et incubation en présence de liposomes de PG : étude in vitro (culture 

cellulaire)  

 

Ces expériences utilisent le même protocole que précédemment. Les différents stimuli 

utilisés sont indiqués dans le tableau ci-dessous (tableau 29). 

 

Tableau 29 : concentration et milieu des différentes conditions pour les expériences de surcharge en cholestérol 

Stimuli Concentration Finale  

LDL acétylées  50µg/mL 

U18666A 0,1µg/mL 

di-oléate PG 30µM 

Stimuli Milieu de stimulation 

Contrôle Milieu MEM 1% SVF + 1% NEAA + antibiotiques 

LDL acétylées Milieu MEM 1% SVF + 1% NEAA + antibiotiques + 

50µg/mL de LDL acétylées 

LDL acétylées + U18666A Milieu MEM 1% SVF + 1% NEAA + antibiotiques + 

50µg/mL de LDL acétylées +0,1µg/mL U18666A 

LDL acétylées + PG Milieu MEM 1% SVF + 1% NEAA + antibiotiques + 

50µg/mL de LDL acétylées + 30µM de di oléate PG 

PG Milieu MEM 1%, SVF + 1% NEAA + antibiotiques + 30µM 

de di oléate PG 

 

7.3 Modification de la voie endosomale par maladie génétique NPC : étude in vitro 

 

Afin d’étudier la production des EV, les cellules de fibroblastes sont cultivées dans des 

flasques de culture de 150cm2. Le jour J, trois millions de cellules sont ensemencées par flasque 

dans leur milieu habituel (20% SVF). A J+4, les cellules sont mises à sécréter pendant 48h dans 

leur milieu « EV free » après deux lavages par du milieu Ham F10 sans sérum. Puis les milieux 

de culture (pour analyser les EV) et les cellules sont recueillis. 

Pour réaliser ces expériences, les volumes de surnageant utilisés sont compris entre 200-

800mL (équivalent à 8-32 flasques) 

 

Cette thèse est accessible à l'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2021LYSEI098/these.pdf 
© [M. Rabia], [2021], INSA Lyon, tous droits réservés



135 

 

Chapitre 8 : Isolement des vésicules extracellulaires 

 

8.1.1 Matériel utilisé 

 

Tableau 30 : liste du matériel utilisé pour l'isolement des vésicules extracellulaires 

Matériels Utilisation 

Centrifugeuse 5804R Eppendorf (rotor S-4-

72 /FA 34-6-38/FA 45-30-11) 

Toutes les centrifugations jusqu’à 10 000g 

Ultracentrifugeuse Ultra Beckman CO-

LE80K     (rotor 50.2 Ti) 

Purification EV et préparation milieu « EV 

free » 

Ultracentrifugeuse Optima TL 

Ultracentrifuge Beckman (rotor TLA 

100.3/100.2) 

Purification EV après ultrafiltration 

Ultracentrifugeuse Optima XE-90 Beckman 

Coulter (rotor SW 41 Ti) 

Gradient de sucrose 

Tube Amicon cut off 100 kDa (Sigma ref 

UFC 9100/24) 

Ultrafiltration 

Lecteur de plaque : Multiscan Go (Thermo 

scientific) 

Lecture absorbance dosage protéines 

 

8.1.2 Préparation de milieu de culture avec sérum sans vésicule extracellulaire contaminante: 

« milieu EV Free » 

 

Pour l’analyse des vésicules extracellulaires (EV) sécrétées par les cellules nécessitant 

un milieu contenant du sérum, il faut éliminer les possibles vésicules extracellulaires présentes 

dans le sérum de veau (Aswad et al., 2016; Gardiner et al., 2016; Théry et al., 2006). Les cellules 

sont donc mises dans un milieu appauvri en vésicules extracellulaires contaminantes (EV free) 

lors de la sécrétion. Ce milieu est préparé par ultracentrifugation. Nous détaillons la méthode 

utilisée pour le milieu des cellules RAW. 

Du milieu MEM supplémenté avec 20% de sérum de veau fœtal décomplémenté, 1% 

de NEAA et de 1% P/S, est centrifugé pendant 18h, à 4°C, à 100 000g. Cette centrifugation 

permet d’éliminer les EV présentes dans le SVF. La phase supérieure du surnageant est 

récupérée (figure 34), puis filtrée à 0,22 µm permettant sa stérilisation, puis stockée à -20°C.  

Pour l’utiliser lors de la sécrétion des cellules, le milieu est dilué au demi en utilisant un milieu 

MEM sans sérum complémenté avec 1% de NEAA et 1% P/S. 
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Pour les cellules HEK293, le milieu utilisé est le DMEM.  

Pour les fibroblastes, on utilise du milieu HAM F10 avec 20% SVF. Pour la sécrétion, 

le milieu n’est pas dilué, mais du CaCl2 (2 mM final) est ajouté dans le milieu de culture juste 

avant la mise en sécrétion des cellules. 

 
Figure 34 : schéma de la préparation du milieu EV free 

 

8.1.3 Purification des vésicules extracellulaires par centrifugation différentielle et 

ultracentrifugation : gold standard /méthode de base 

 

La méthode de base utilisée est une centrifugation différentielle suivie de 2 

ultracentrifugations (figure 35).  

Une centrifugation préalable du surnageant de culture à 200g pendant 15min à 

température ambiante, peut être nécessaire pour éliminer des cellules flottantes. C’est le cas des 

cellules RAW 264.7 par exemple. Cette centrifugation permet d’éliminer les cellules non 

adhérentes (vivantes) sans les dégrader. Ensuite le surnageant est centrifugé à 2 000g pendant 

20 min à 4°C, pour éliminer les possibles cellules mortes et gros débris cellulaires. Le culot est 

éliminé et le surnageant est ensuite centrifugé à 10 000g pendant 30 min à 4°C, afin d’éliminer 
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les gros corps apoptotiques. Le surnageant est collecté et filtré à 0,2 µm pour enlever toutes les 

vésicules de taille supérieure à 200 nm et stériliser les échantillons. Ce surnageant filtré est 

ensuite congelé à -20°C (H. Zhou et al., 2006). Ultérieurement, ce surnageant filtré est 

décongelé puis ultracentrifugé pendant 90 min à 100 000g à 4°C, pour culoter les vésicules 

extracellulaires. Après élimination du surnageant, le culot est repris par du PBS stérile à 4°C. 

S’il y a plusieurs tubes, les culots lavés sont ensuite poolés dans 24 mL de PBS. Ce pool est 

ensuite de nouveau ultracentrifugé à 100 000g pendant 90 min à 4°C pour pouvoir éliminer le 

plus de contaminants. Le surnageant est éliminé et le culot est repris par du PBS stérile à 4°C 

par le plus petit volume possible. Les échantillons d’EV sont ensuite stockés à 4, -20 ou -80°C 

en fonction des analyses à effectuer. 

 

Figure 35: schéma de la purification des EV secrétées par des cellules par la méthode de base (ajout possible d’une 

pré-centrifugation à 200g, 15 min à RT pour éliminer les cellules flottantes) 

 

a) L’isolement des EV par cette technique est réalisée avec un volume de surnageant de 

culture cellulaire compris entre 200 et 900mL en fonction du type cellulaire et des 

expériences réalisées. 

Cette thèse est accessible à l'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2021LYSEI098/these.pdf 
© [M. Rabia], [2021], INSA Lyon, tous droits réservés



138 

 

b) Dans les cas des échantillons d’urines, la méthode standard décrite précédemment est 

utilisée mais une étape est rajoutée pour éliminer l’uromoduline (protéine THM / Tamm-

Horsfall protein) 

L’isolement des EV est réalisé à partir de 50mL d’urines (figure 36). Le surnageant 10 

000g est récupéré puis stocké à 4°C. Le culot est récupéré puis resuspendu avec du PBS 

contenant du DTT dithiothreitol à une concentration finale de 200mg/mL. Le mélange est 

maintenu à 37°C pendant 10 min et vortexé tous les 2min pendant 30sec. Cette étape permet de 

dénaturer l’uromuduline et de libérer les vésicules extracellulaires qui y sont accrochées 

(Fernández-Llama et al., 2010; Merchant et al., 2017). Le culot est resuspendu par du PBS 

stérile, puis centrifugé pendant 30 min à 10 000g, 4°C. Le surnageant est récupéré puis ajouté 

au surnageant précédent (centrifugé à 10 000 g). Le surnageant 10 000g total (surnageant+culot 

resuspendu) est filtré à 0,2µm. Les surnageants sont ensuite congelés à -20°C (H. Zhou et al., 

2006). La suite est identique à la méthode de base (partie 8.1.2). 

 

Figure 36: schéma de la purification des EV dans des urines 
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8.1.4 Purification de vésicules extracellulaires par ultracentrifugation avec d’un gradient de 

sucrose 

 

La purification par gradient de densité des EV est réalisée avec un volume de surnageant 

de culture cellulaire compris entre 800 mL à 900mL en fonction du type cellulaire et des 

expériences réalisées (figure 37). 

Cette technique permet de séparer les vésicules extracellulaires en fonction de leur 

densité. Le gradient de sucrose est utilisé à la suite de l’isolement des vésicules extracellulaires 

par centrifugation différentielle (partie 8.1.4). Pour réaliser ce gradient, il faut au préalable 

préparer extemporanément les différentes solutions de sucrose permettant d’obtenir les couches 

du gradient de densité différentes. Le gradient est constitué de 12 couches, exprimées en 

pourcentage poids:volume (%w/v) de sucrose dans la solution : 0% (l’échantillon), 10, 16, 22, 

28, 34, 40, 46, 52, 58, 64, 70%. Voici le calcul permettant de réaliser une des couches du 

gradient, il faut ensuite réadapter ce calcul en fonction du pourcentage de sucrose de la couche.  

Pour une solution de 15 mL à 34 % de sucrose ∶
34 g x 15 mL

100 mL
=  5,1 g de sucrose pesé. 

Pour préparer les solutions au pourcentage de sucrose élevé (> 40%), il faut chauffer le 

PBS pour permettre une solubilisation plus rapide et homogène du sucrose. Les solutions sont 

stockées à température ambiante pour éviter la précipitation du sucrose. Les solutions sont 

préparées la veille de leur utilisation pour éviter la croissance de microorganismes pour les 

fractions ayant une faible concentration de sucrose. 

Le gradient est réalisé en tube d’ultracentrifugation de volume maximum 13,8ml.  On 

dépose au fond du tube 1mL de la solution à 70%, puis on dépose délicatement au-dessus 1mL 

de la solution à 64% et ainsi de suite pour chaque solution jusqu’à la solution 10%. Une fois 

toutes les couches réalisées, la totalité de l’échantillon d’EV (volume maximum 1,3ml) est 

déposé.  

Ce gradient est ensuite ultracentrifugé pendant 18h à 4°C à 120 000g. La centrifugation 

commence à température ambiante pour éviter de précipiter le sucrose.  

Les différentes couches sont ensuite prélévées : 12 fractions de 1ml sont récupérées 

(tableau 31).   
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Tableau 31: liste des pourcentages des différentes couches du gradient de sucrose 

Fractions Pourcentage en sucrose (%) 

1 0-10 

2 16 

3 22 

4 28 

5 34 

6 40 

7 46 

8 52 

9 58 

10 64 

11 70 

12 Culot 

 

La fraction numéro 12 va être obtenue en récupérant le culot par du PBS stérile à 4°C. 

Chaque fraction va être ultracentrifugée pendant 1h30 à 100 000g, 4°C dans 24mL de PBS pour 

éliminer le sucrose du gradient. Le surnageant est éliminé, le culot lui est repris par du PBS 

stérile à 4°C par le plus petit volume possible.  Les échantillons d’EV sont ensuite stockés à 4, 

-20 ou -80°C en fonction des analyses à effectuer. 

 

Figure 37: purification par gradient de sucrose d'EV secrétées par des cellules  
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8.1.5 Purification de vésicules extracellulaires par ultracentrifugation après une ultrafiltration 

(UF-UC) 

 

L’isolement des EV est réalisée avec un volume de surnageant de culture cellulaire 

compris entre 200 et 900 mL en fonction du type cellulaire et des expériences réalisées (figure 

38). 

L’ultrafiltration préalable permet de concentrer les échantillons et donc de diminuer les 

volumes à centrifuger ultérieurement. 

Les premières étapes sont identiques à la méthode de base. Le surnageant 10 000g filtré 

est décongelé rapidement puis il est ultrafiltré. Pour l’ultrafiltration, 3 x 15mL de surnageant 

sont introduits successivement dans un tube Amicon 100kDa, puis centrifugé 30min à 3 000g 

à 10°C. Le filtrat est éliminé. Les tubes Amicon sont réutilisés 3 fois, ce qui permet de 

centrifuger et concentrer 45mL de surnageant de culture par tube. 

Les surnageants concentrés seront nommés « concentrats ». Les concentrats obtenus 

sont ensuite dilués au demi avec du PBS stérile avant de les ultracentrifuger pendant 1h30 à 

100 000g à 4°C. Le surnageant est éliminé et le culot est repris par 1 ml de PBS puis 

ultracentrifugé pendant 1h30 à 100 000g à 4°C. Le surnageant est éliminé, le culot lui est repris 

par le plus petit volume possible de PBS stérile. Enfin, les échantillons sont stockés à 4, -20 ou 

-80°C en fonction des analyses à réaliser.  

 
Figure 38: schéma de la purification d'EV secrétées par des cellules par ultrafiltration suivis d'ultracentrifugation 
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8.1.6 Purification de vésicules extracellulaires secrétées par des cellules par ultrafiltration 

suivie d’une chromatographie d’exclusion (UF-SEC) 

 

L’isolement des EV par ultrafiltration suivie d’une chromatographie d’exclusion est 

réalisée avec un volume de surnageant compris entre 200 et 900mL, en fonction du type 

cellulaire et des expériences réalisées (figure 39). 

Cette technique sépare les vésicules extracellulaires en fonction de leur taille permettant 

d’obtenir des fractions riches en exosomes avec le moins de contaminant possible 

(https://store.izon.com/collections/qev/products/qevoriginal-35nm-5-pack). 

Pour la chromatographie d’exclusion, on utilise des colonnes « izon qEV original 

35nm+ » (https://store.izon.com/collections/qev/products/qevoriginal-35nm-5-pack) qui 

permettent de séparer et récolter spécifiquement des vésicules extracellulaires ayant une taille 

comprise entre 35-350nm. 

Brièvement, la chromatographie d’exclusion sépare les constituants de l’échantillon en 

fonction de leur taille. La colonne est remplie de billes poreuses, avec des pores de tailles 

définies en fonction de la taille des constituants (protéines, vésicules extracellulaires…) à isoler. 

Plus le constituant sera petit, plus il sera retenu sur la colonne, et inversement, plus le 

constituant aura une taille élevée moins il sera retenu par la colonne.   

La colonne qEV originale, est activée en suivant le protocole fourni par le fabricant 

(volume de la colonne : 10mL, type de résine : polysaccharide, taille des pores de la colonne : 

35nm, séparation optimale des vésicules de taille comprise entre 35 et 350 nm). Nous utilisons 

comme phase mobile (éluant) du PBS stérile à température ambiante pour éviter la 

cristallisation de la colonne.  

Les premières étapes sont identiques à la méthode de base. Le surnageant 10 000g filtré 

est décongelé rapidement puis il est ultrafiltré. On dépose 500µL à 1mL de concentrat sur la 

colonne. Une fois que l’échantillon a pénétré dans la colonne, on ajoute petit à petit du PBS 

jusqu’à l’obtention de toutes les fractions souhaitées. 22 fractions sont obtenues :  

- Les fractions 1-16 ont un volume d’environ 500µL, 

- Les fractions 17-22 ont un volume d’environ 1mL. 
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Les 6 premières fractions correspondent au volume mort de la colonne et permettent de 

vérifier la qualité de la colonne puisque nous ne devons retrouver aucune protéine ou lipide. En 

fonction des échantillons, les fractions 7-16 peuvent contenir les exosomes (vésicules 

extracellulaires d’intérêt). 

Une fois les 22 fractions obtenues, une étape de concentration est réalisée pour les 

fractions 7 à 16. En effet, bien que la chromatographie d’exclusion soit très puissante, elle dilue 

l’échantillon. L’échantillon de départ mesure entre 500µL et 1mL et le volume total des 

fractions d’intérêt est de 5mL. Pour cela, on utilise des tube SPIN-X UF 500 Corning 5kDa 

(référence : 431481) qui vont retenir les vésicules extracellulaires, et diminuer le volume 

permettant de concentrer les échantillons pour les analyses suivantes. Les fractions 7-16 sont 

centrifugées à 10 000g à 10°C jusqu’à obtenir un volume le plus faible possible (temps de 

centrifugation de 30-45min). Puis, les volumes des fractions concentrées sont ajustés à la 

fraction concentrée ayant le plus grand volume avec du PBS stérile. Enfin, les fractions sont 

stockées à 4, -20 ou -80°C en fonction des analyses à réaliser.  

 
Figure 39: schéma de la purification de vésicules extracellulaires secrétées par des cellules par ultrafiltration 

suivie d’une chromatographie d’exclusion 
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Figure 40: schéma simplifié montrant les différentes techniques de purification des EV secrétées par des cellules 
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Chapitre 9 : Analyses lipidiques 

 

9.1 Extraction des lipides totaux 

9.1.1 BMP-PG 

 

L’extraction lipidique du BMP et du PG est réalisée en utilisant une variante de la 

méthode de Bligh et Dyer en condition acide (Bligh & Dyer, 1959; Kobayashi et al., 2002). 

Cette extraction permet d’isoler les lipides totaux par une extraction liquide/liquide (figure 41).  

Les extractions sont réalisées dans des tubes en pyrex avec des bouchons contenant du 

téflon, préalablement lavés avec un mélange méthanol/chloroforme v/v, puis séchés à l’air libre. 

Le mélange réactionnel est constitué de méthanol, de chloroforme, d’hydroxytoluène 

butylé (BHT), de l’échantillon, de standard interne, d’acide éthylène diamine tétraacétique 

(EDTA), de chlorure de sodium (NaCl) et d’acide chlorhydrique (HCl). 

Le méthanol et le chloroforme permettent d’extraire les lipides totaux. Le BHT est un 

anti oxydant. Un mélange de standard interne est utilisé. Il est composé de di-myristate BMP et 

de di-myristate PG (concentration finale : 120 pmol (urines/cellules), 30pmol EV (cellule et 

urines)). L’EDTA est un chélateur du calcium mais aussi de différents cations. Il inhibe les 

phospholipases dépendantes du calcium ou bien d’ions métalliques comme le magnésium. Le 

NaCl évite l’émulsion due aux caractéristiques amphiphiles des phospholipides et protéines 

présentes dans l’échantillon. L’HCl va permettre quant à lui de diminuer le pH et donc de 

neutraliser les phospholipides anioniques comme le BMP, facilitant leur extraction. 

L’extraction s’effectue en plusieurs étapes, dans un premier temps dans un tube 1µL de 

standard interne [et 16 µL d’EDTA (2mM final) dans le cas du blanc réactif], 2mL de 

chloroforme, 4mL de méthanol, 1,6mL d’échantillon (si l’échantillon fait moins de 1,6mL, il 

est complété avec de l’EDTA à 2mM jusqu’à 1,6mL), 50µL de BHT (25µM final), sont 

introduits dans un tube (volumes pour 1 seul tube ; possibilité de préparer des mélanges 

d’extraction). Le mélange est vortexé pendant 1 min puis laissé 30 min le temps que l’extraction 

s’effectue (rapport chloroforme:méthanol:eau v:v:v 1:2:0,8). 2 ml d’un mélange NaCl/HCl 

(154mM/25mM), et 2 mL de chloroforme sont ajoutés. Le mélange est homogénéisé pendant 

1min, puis centrifugé pendant 15min à 1 000g, 4°C, pour accélérer la séparation des 2 phases : 
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phase chloroformique inférieure et phase aqueuse méthanolique supérieure. La phase 

chloroformique contenant les lipides est récupérée, puis évaporée à sec sous azote.  

Le résidu sec est stocké à -20°C ou bien repris par du méthanol puis transvasé dans un 

tube en verre (100µL pour les échantillons d’urine, de cellule, et 30 µL pour les échantillons 

d’EV) pour être analysé en RP-HPLC-MS/MS (chromatographie liquide à haute performance 

en phase inverse couplée à un spectromètre de masse en tandem). 

 
Figure 41: schéma d'extraction du BMP et du PG 

 

9.1.2 Cholestérol-Phospholipides 

 

L’extraction et le dosage des lipides neutres (cholestérol, ester de cholestérol et 

triglycérides) et des autres phospholipides (céramides, sphingolipides, phosphatidylcholines, 

phosphatidyléthanolamines, phosphatidylsérines, phosphatidylinositols) est réalisée par la 

plateforme de lipidomique de Toulouse : MetaToul-MetaboHUB.  

L’extraction des lipides neutres et des phospholipides est réalisée en une fois en utilisant 

une variante de la méthode de Bligh et Dyer en condition acide (Bligh & Dyer, 1959). Les 

standards utilisés sont les suivants (concentration finale ajoutée par échantillon):  

- Céramide (Cer): Cer d18:1 / C12:0 (20ng)  

- Sphingolipide (SM): SM d18:1 / C12:0 (20ng) 

- Phosphatidylcholine (PC): PC diC13:0 (16ng) 

- Phosphatidyléthanolamine (PE): PE diC12:0 (180ng) 

- Phosphatidylsérine (PS): PS diC12:0 (20ng)  
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- Phosphatidylinositol (PI): PI C14:1 / C17:0 (30ng) 

- Cholestérol: stigmastérol (6µg) 

- Ester de cholestérol: cholestérol C17:0 (6µg) 

- Triglycérides (TG): TG triC19:0 (16µg) 

Dans un tube en pyrex avec un bouchon contenant du téflon préalablement lavé, on 

introduit 100µL du mélange des standards des lipides neutres (contenu dans du 

dichlorométhane (CH2Cl2)), 40µL du mélange des standards des phospholipides (contenu dans 

méthanol (CH3OH) (40µL)), et l’échantillon contenu dans une solution aqueuse (PBS, milieux 

de culture) (cellules : 1mL, surnageant de culture : 2mL, EV : 30µL). Ensuite, le volume de 

méthanol, de dichlorométhane et d’eau sont ramenés respectivement à 2,5mL pour le méthanol 

(contenant 2% acide acétique) et le dichlorométhane et 2mL pour l’eau, 100µl d’une solution 

de NaCl saturée est ajoutée pour éviter l’émulsion. Les échantillons sont centrifugés 6 min à 

1000 g à 4°C, puis la phase inférieure (dichlorométhane) est récupérée puis évaporée sous azote. 

Enfin les échantillons sont utilisés immédiatement ou bien congelés à -20°C. Pour être analysés, 

les échantillons sont repris par 160 µL d’acétate d’éthyle puis 80µl sont transférés dans deux 

tubes pour ensuite être analysés (un tube pour les lipides neutres et un tube pour les 

phospholipides). La suite de l’analyse sera expliquée plus tard dans la partie dosage lipidique. 

 

9.2 Analyse par HPTLC 

 

La chromatographie sur couche mince (CCM) permet de séparer des molécules selon 

leur affinité entre une phase stationnaire et une phase mobile. Les échantillons et standards de 

migration sont déposés à 1cm du bord de la plaque HPTLC (référence : Merk : 1.05631.0001). 

Les standards utilisés sont des standards de lipides différents et à des concentrations différentes 

en fonction des échantillons analysés. La CCM est réalisée en deux temps, une première est 

réalisée avec un solvant composé de méthanol, chloroforme, et d’ammoniaque avec un rapport 

v/v de 65:35:5. Le solvant de la deuxième CCM est composé d’hexane, diéthyl ether et d’acide 

acétique avec un rapport v/v de 80:20:2. Les lipides sont ensuite révélés par la primuline (réf : 

sigma Aldrich : 206865), la primuline peut être observée après excitation à 365nm. 

Les stérols sont révélés par un mélange de FeCl3 :H2SO4 :CH3COOH, chauffé pendant 

5min à 100°C. 
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9.3 Analyse par LC-MS/MS 

 

9.3.1 BMP-PG 

 

Le dosage du BMP et du PG a été réalisé à la Plateforme de lipidomique fonctionnelle 

de l’INSA. Le dosage du BMP et du PG est réalisé par RP-HPLC-MS/MS. La colonne utilisée 

est une Acquity UPLCR BEH C18 column (Waters). L’HPLC utilisée est un système Shimadzu 

LC-30AD Nexera et le spectromètre de masse est un QTRAP 4500 Systemr de chez Sciex. La 

source d’ionisation utilisée est une source électrospray (ESI) utilisée en mode positive. 

L’acquisition des données s’effectue en MRM (Multiple Reaction Monitoring).  

L’HPLC est réalisée à 60°C avec un gradient de deux solvants. Le solvant A est un 

solvant aqueux composé d’eau désionisée ultrapure (99,9%), d’acide formique (0,1% v/v) et de 

formate d’ammonium (5mM). Le solvant B est un solvant organique composé de méthanol 

(69,9%), d’acétonitrile (30%), d’acide formique (0,1%) et de formate d’ammonium (5mM). 

L’analyse dure entre 35 et 50 minutes en fonction du gradient utilisé. En effet, une modification 

du gradient pour accélérer les analyses a été réalisée pour les dernières analyses. Cette 

modification ne change en rien les données obtenues. Le débit du gradient d’élution est de 0,5 

mL.min-1. 

L’utilisation de la RP-HPLC avant l’analyse en spectrométrie de masse permet de 

séparer d’une part le BMP de son isomère, le PG, ainsi que d’autre part les différentes espèces 

moléculaires du BMP et du PG.  

 

La spectrométrie de masse en tandem a pour paramètres :  

- Potentiel de dépolarisation DP : 101 V pour BMP; 96 V pour PG 

- Energie de collision CE : 41 V pour BMP; 37 V pour PG 

- Potentiel de sortie de la cellule de collision CXP : 10 V;  

- Température de la source : 350 °C 

 

Le BMP et le PG vont être fragmentés lors de l’analyse de manière différente permettant 

ainsi une deuxième séparation. La fragmentation aura lieu dans les 2 cas au niveau des liaisons 

phosphodiester entre le phosphate et l’un des deux glycérols. Dans le cas du BMP, on aura la 

formation de 2 MAG (monoacylgycérol), dans le cas du PG un DAG sera formé 
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(diacylglycérol) (figure 42). Cette méthode d’analyse a une réponse linéaire pour les standards 

saturés et monoinsaturés pour des concentrations en BMP et PG de 0 à 100pmol. Pour 

indication, cette méthode nous permet de quantifier des quantités minimums de 0,3pmol de 

BMP/mL d’urine par exemple. 

 
Figure 42: fragmentation du BMP et du PG; A : fragmentation du BMP en deux MAG; B : fragmentation du PG 

en un DAG 

 

9.3.2 Phospholipides 

 

Les tubes contenant les extraits pour le dosage des phospholipides sont évaporés puis 

repris par 50µL de méthanol. Les échantillons sont analysés par chromatographie liquide 

couplée à un spectromètre de masse en tandem. L’HPLC utilisée est une infinity 1290 de chez 

Agilent et le spectromètre de masse est un triple quadripôle G6460 de chez Agilent. La colonne 

de chromatographie utilisée est une HILIC de chez Phenomenex. C’est une colonne hydrophile, 

de 5cm de long avec un diamètre externe de 4,6mm et un diamètre interne de 2,6µm. La phase 

mobile est composée de deux solvants : solvant A composé d’acétonitrile ; solvant B composé 

d’eau ultrapure à pH 3,2 et formate d’ammonium. L’analyse s’effectue à un débit de la phase 

mobile de 0,3mL.min-1 et à une température de 40°C. Le volume d’injection est compris entre 

2 à 10µL. La source d’ionisation est une électrospray (ESI) en mode négative. L’acquisition 

des données s’effectue en SRM soit en Single Reaction Monitoring. 
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9.3.3 Analyse des lipides neutres 

 

Les tubes contenant les extraits pour le dosage des lipides neutres sont évaporés sous 

azote puis repris par 20µL d’acétate d’éthyle. Les échantillons sont analysés par 

chromatographie gazeuse couplée à un détecteur à ionisation de flamme (GC-FID). La GC-FID 

utilisée est une Focus GC Finnigan (Thermo Scientific). La colonne utilisée est une Zebron ZB-

5MS (Phenomex), ayant une longueur de 5m, un diamètre externe de 0,25mm et un diamètre 

interne de 0,25µm. Le gaz vecteur est l’hydrogène avec un débit de 3mL.min-1. L’analyse 

s’effectue sur 1µL d’échantillon, le gradient de température et de 225°C jusqu’à 350°C avec un 

incrément de 5°C/min. Le temps de l’analyse est de 35min.  

 

Chapitre 10 : Analyse des protéines 

10.1 Dosage des protéines 

 

Pour la quantification des protéines, deux types de dosages sont utilisés. Pour les 

échantillons d’urines ou contenant une très grande quantité de rouge de phénol, le dosage par 

la méthode de Bradford est utilisé (Bradford, 1976). Pour résumer, 10µL d’un échantillon sont 

analysés pour 200µL du réactif de Bradford (réactif de Bradford, Sigma-Aldrich réf référence : 

B6916). Le mélange est ensuite incubé pendant 5 min à température ambiante, à l’abri de la 

lumière. Puis l’absorbance des échantillons est analysée à 595 nm.  

Pour les échantillons contenant peu de rouge de phénol ou ayant une plus faible quantité 

de protéines, le kit de dosage de protéine PierceTM BCATM de ThermoFisher (référence : 23227) 

est utilisé. Brièvement, 10µL d’un échantillon sont analysés pour 200µL du réactif de Pierce 

dans les proportions 50/1 de solution A et de solution B, puis le mélange est incubé pendant 

30min à 37°C, puis l’absorbance est mesurée à 562nm. 

Pour chaque dosage, une courbe d’étalonnage est réalisée avec de l’albumine sérique 

bovine.  
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10.2 Analyse par western blot 

10.2.1 Principe  

 

Le Western blot est une technique permettant d’analyser des protéines d’intérêt. 

Brièvement, des protéines dénaturées ou non par le réactif de Laemmli (Tris HCl, 

Glycérol, SDS, β-mercaptoethanol-bleu de bromophénol) et la chaleur vont migrer dans un gel 

d’acrylamide en présence d’un tampon alcalin supérieur au pHi moyen des protéines qui seront 

donc chargées négativement. Dans le cas des protéines dénaturées, les protéines migrent en 

fonction de leurs poids, alors que pour les protéines non dénaturées elles migreront en fonction 

de leurs tailles/ formes. Une fois la migration terminée, les protéines sont transférées sur une 

membrane, généralement de la nitrocellulose ou de PVDF (Polyfluorure de vinylidène/ 

PolyVinyliDene Fluoride) pour ensuite être révélées en utilisant un anticorps spécifique. Enfin, 

un anticorps secondaire, couplé à une enzyme permettant de produire un photon comme la 

luciférase par exemple, reconnait le premier anticorps, permettant de visualiser la présence de 

la protéine d’intérêt mais aussi de réaliser une quantification relative. 
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10.2.2 Réactifs 

 

Tableau 32: liste des réactifs pour le Western Blot 

Réactifs Concentrations finales 

Laemmli Tris HCl : 30mM / glycérol : 6% / SDS : 

0,5% / β- mercaptoethanol : 2% - bleu de 

bromophenol : 0,005% 

Solution 1 (séparation) Tris HCl : 375 mM / SDS : 0,1 % / pH : 8,8 

Solution 2 (concentration) Tris HCl : 125 mM / SDS : 0,1 % / pH : 6,8 

Gel d’acrylamide 11% (20mL de gel) 

(séparation) 

H2O : 7,52mL / solution 1 : 4,9mL / 

acrylamide/bisacrylamide 30% : 7,2mL / APS 

10% (ammonium persulfate) : 300µL / 

TEMED (N,N,N′,N′-

Tetramethylethylenediamine) : 15µL 

Gel d’acrylamide 5% (10mL de gel) 

(concentration) 

H2O : 6,16mL / solution 2 : 2,5mL / 

acrylamide/bisacrylamide 30% : 1,34mL / 

APS 10%: 200µL / TEMED : 10µL 

Tampon de migration (TG-SDS) Tris : 25mM / glycine : 192mM / SDS : 0.1% 

/ pH : 8,6 

Tampon de transfert (TG-méthanol) Tris : 25mM / glycine : 192mM / méthanol : 

20% / pH : 8,3 

Tampon de lavage (TBST) Tris : 25mM / NaCl : 137 mM / KCl : 2,68 

mM / Tween 20 : 0.3% / pH : 7,5 

Tampon de saturation (TBST + BSA) Tris : 25mM / NaCl : 137 mM / KCl : 2,68 

mM / Tween 20 : 0.3% / BSA : 4% / pH : 7,5 

Dilution des différents anticorps utilisés 

Anticorps anti ALIX 1/5000 

Anticorps anti TSG 101 1/1000 / 1/2000 

Anticorps anti CD 63 1/500 

Anticorps anti CD 81 1/1000 / 1/2000 

Anticorps secondaire 1/5000 
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10.2.3 Méthode 

 

Les échantillons vont migrer dans un gel d’acrylamide composé d’un gel de 

concentration à 5% d’acrylamide permettant aux protéines de migrer uniformément avant le gel 

de séparation (les mailles du gel sont moins resserrées), et un gel de séparation à 11% 

d’acrylamide, permettant la migration et la séparation des protéines en fonction de leurs poids 

moléculaires. 

Le réactif de Laemmli 6X est ajouté à l’échantillon puis l’échantillon est chauffé à 80°C 

pendant 10min pour permettre la dénaturation des protéines (exemple pour un échantillon de 

15µL, il faut ajouter 3µL du réactif de Laemmli 6X).  

Une fois la dénaturation réalisée, les échantillons sont déposés sur le gel d’acrylamide 

soit à volume égal, soit à quantité de protéine égale. La migration s’effectue en deux temps, un 

premier temps à 75V permettant aux protéines de pénétrer et migrer dans le gel de concentration 

(environ 15-20 min). Puis un deuxième temps à 100-150V, durant lequel les protéines vont 

migrer dans le gel de séparation jusqu’à ce que le front de migration sorte du gel (environ 1h). 

Ensuite, le gel est récupéré pour transférer les protéines sur une membrane de PVDF à 

0,2µm (transfert liquide). Le transfert s’effectue pendant 1-2h sous une tension de 200mA par 

gel présent dans le caisson. 

La membrane est ensuite placée dans un tampon de saturation pour éliminer les 

possibles faux négatifs. Cette saturation va durer 1h à température ambiante sous agitation.  

Après la saturation, la membrane est placée dans un tampon constitué du tampon de 

saturation auquel on aura ajouté l’anticorps primaire reconnaissant la protéine d’intérêt. Si les 

protéines d’intérêt ont des poids moléculaires suffisamment différents, on peut couper la 

membrane après la saturation permettant d’économiser des réactifs. L’incubation de l’anticorps 

primaire se réalise toute la nuit à 4°C sous agitation.  

Une fois l’incubation de l’anticorps primaire réalisée, la membrane est lavée dans du 

TBST 3 fois, 5 min sous agitation à température ambiante. La membrane est ensuite mise en 

contact avec l’anticorps secondaire (dans notre cas un anti souris de chez Jackson 

ImmunoResearch Labs) dans du tampon de saturation. L’anticorps secondaire est couplé à une 

peroxydase permettant l’émission de photon lors de la mise en contact avec le réactif de 
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révélation (chemiluminescence).  L’incubation avec l’anticorps secondaire va durer 1h à 

température ambiante sous agitation. 

Pour finir, la membrane est lavée 3 fois pendant 5min sous agitation avec du TBST. La 

membrane est ensuite mise en contact avec le réactif de révélation (Lumina Forte Millipore 

référence : WBLUF0500), et analysé grâce à un imageur (Image Master VDS-CL bio-imaging 

system (GE Healthcare Life Sciences_Amersham Biosciences, Little Chalfont, England)). 

 

10.3 Dosage de la créatinine 

 

Le dosage de la créatinine est réalisé sur les échantillons urinaires de l’étude clinique 

par le laboratoire des Hôpitaux de Lyon-Est, grâce à un automate, en utilisant un 

kit enzymatique : CREATININE (ENZYMATIC) 8L24-31/-41 B8L242 49-8751/R01.  

Très brièvement, le but de ce dosage est d’observer la formation de la quinonéimine 

dont la variation d’absorbance à 584nm est proportionnelle à la quantité de créatinine de 

l’échantillon. 

 

Chapitre 11 : Analyse par microscopie  

11.1 Microscopie à fluorescence 

  

11.2 Procédures utilisées en Immunofluorescence 

 

11.2.1 Fixation des cellules sur lamelles en verre 

Une fois les traitements réalisés, les cellules sont lavées au PBS puis fixées à l’aide de 

PBS-Paraformaldéhyde (PFA) 4% à température ambiante pendant 15min. Les cellules sont 

ensuite lavées trois fois avec du PBS. 
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11.2.2 Marquages cellulaire effectués 

 

11.2.2.1 Marquage des compartiments acides des cellules par le Lysotracker Red DND-

99_Molecular Probes 

 

Le lysotracker est un réactif permettant d’observer dans une cellule les compartiments 

acides endolysosomaux (endosomes tardifs, lysosomes) (Thermo Fisher scientific, L7528).  

Avant fixation, les cellules sont incubées avec le lysotracker. La concentration finale du 

lysotracker dans un puit est de 67 nM, les cellules sont incubées à 37°C pendant 30 min avec 

5% de CO2. Les cellules sont ensuite fixées comme indiqué précédemment, puis on réalise le 

montage des lamelles sur une lame de microscope pour observer les cellules au microscope. 

L’observation est faite grâce à un microscope inversé à fluorescence, l’Axiovert 200M de Zeiss. 

La longueur d’onde d’excitation du lysotracker est de 577nm. On pourra ensuite observer 

l’émission de photon à une longueur d’onde de 590nm.  

 

11.2.2.2 Marquage des endolysosomes avec des anticorps spécifiques 

 

Après fixation des cellules au PFA, les lamelles sont saturées pendant 30 min à 

température ambiante, avec une solution de PBS + 1% de BSA. Cette étape permet d’éviter la 

fixation non spécifique des anticorps. La solution contenant l’anticorps primaire anti-BMP au 

1/10 dilué dans du PBS + 1% de BSA et 0,1% de saponine est ajoutée (tableau 35). La saponine 

est utilisée pour perméabiliser les membranes.  

L’incubation avec les anticorps primaires dure 1h à température ambiante. Ensuite les 

lamelles sont lavées deux fois avec du PBS et incubées pendant 30min à température ambiante, 

à l’abris de la lumiére, avec une solution contenant du PBS et l’anticorps secondaire couplé à 

l’Alexa Fluor AF dilué au 1/100 (dépendant du type d’anticorps primaire et de la colocalisation 

si besoin) Une dernière étape de trois lavages par le PBS est réalisée. Les lamelles sont montées 

sur des lames de microscope. L’observation est faite grâce à un microscope inversé à 

fluorescence l’Axiovert 200M de Zeiss. La longueur d’onde d’excitation de l’anticorps AF 488 
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est comprise entre 480-500nm. On pourra ensuite observer l’émission de photon à une longueur 

d’onde de comprise entre 510-525nm 

 

11.3 Microscopie électronique 

 

La préparation des échantillons ainsi que leurs analyses par microscopie électronique à 

transmission ont été réalisées au CIQLE de Lyon. 

Les vésicules extracellulaires de différentes origines ont été analysées par immunogold. 

Cette technique d’immunomarquage permet d’observer par microscopie électronique la 

présence de marqueur d’intérêt révélé par l’anticorps primaire grâce au greffage d’une bille d’or 

sur un anticorps secondaire (figure 43).  

Les vésicules extracellulaires sont absorbées sur des grilles en nickel de 200 mailles 

préalablement traitées par du Formvar C (métal déposé sur les grilles). L’absorption est réalisée 

sur 5µL d’échantillon pendant 2min à température ambiante. Le marquage par immunogold est 

réalisé par flottation c’est-à-dire que les grilles sont déposées dans une goutte de milieu 

réactionnel.  

Tout d’abord pour l’immunogold simple, les grilles sont placées dans une solution de 

saturation pour éviter le marquage non spécifique. La solution de saturation est une solution de 

Tris-HCl 50mM à pH 7,4 contenant 1% de BSA, et 1% de sérum de chèvre non décomplémenté. 

La saturation s’effectue à température ambiante pendant 10 min. Ensuite, les grilles sont mises 

en contact avec une solution contenant l’anticorps primaire pendant 1h à température ambiante, 

en chambre humide. La solution d’anticorps primaire est une solution de Tris-HCL 50mM à pH 

7,4, contenant 1% de BSA et les anticorps primaires monoclonaux de souris utilisés : anti-BMP 

au 1/10, anti ALIX au 1/50 et anti CD63 au 1/50. Les grilles sont ensuite lavées dans un premier 

temps avec une solution Tris-HCl 50 mM à pH 7,4, puis dans un second temps avec une solution 

Tris-HCl 50 mM à pH 8,2. Les grilles sont maintenant incubées pendant 10 min en chambre 

humide dans du Tris-HCl, pH8,2 avec 1% de BSA. Puis pendant 45 min en chambre humide, 

les grilles sont mises en contact avec l’anticorps secondaire anti souris de chèvre greffé avec 

des billes d’or de 10nm (Tebu-Bio, Le Perray-en-Yvelines, France), l’anticorps est dilué au 

1/50 dans une solution de Tris-HCL 50 mM, pH 8,2 avec 1%de BSA. Les grilles sont de 
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nouveau lavées à température ambiante avec une solution de Tris-HCl 50 mM, pH 8,2 puis avec 

une solution de Tris-HCl 50mM pH 7,4. Le complexe est ensuite fixé pendant 2min avec 2% 

de glutaraldéhyde, Enfin les grilles contenant les EV sont colorées avec 2% d’acide 

phosphotungstique pendant 2 min avant l’observation. 

Pour le double marquage immunogold, les étapes de lavages et de saturation sont 

identiques à celles ci-dessus, mais les marquaugres sont séquentiels et utilisent des tailles 

différentes de bille d’or pour chaque anticorps. Après l’étapes de saturation, les grilles sont 

mises en contact avec le premier anticorps dirigé contre le marqueur protéique des exosomes 

Alix ou CD63 (solutions et conditions identiques à celle de l’immunogold simple). Ensuite, la 

solution contenant l’anticorps secondaire anti-souris greffé avec des billes d’or de 5nm est mise 

en contact avec les grilles (solution et condition d’identique à celle de l’immunogold simple). 

Une nouvelle étape de saturation est effectuée comme pour l’immunogold simple. Puis on 

effectue le marquage du BMP comme précédemment. La solution contenant l’anticorps 

secondaire greffé cette fois avec des billes d’or de 15 nm est ensuite ajoutée comme 

précédemment. Le double immunocomplexe est fixé et coloré comme précédemment. Les 

immunogolds sont ensuite analysés par un microscope électronique à transmission (Jeol 1400 

JEM, Tokyo, Japon), couplé d’une caméra Gatan (Orius 600) et d’un logiciel de micrographie 

numérique. Les billes distantes de 20 à 40 nm de la membrane d’une vésicule sont consiérées 

comme appartenant à cette vésicule. Cette distance correspond à la taille des 2 anticorps. 

 

Figure 43: schéma du principe du marquage par immunogold et cliché de microscopie électronique 
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Chapitre 12 :  Analyse des vésicules extracellulaires par 

nanoparticle tracking analysis 
 

L’analyse par NTA (nanoparticle tracking analysis) ou suivi individuel des 

nanoparticules a été faite avec le NanoSight NS300 de chez Malvern instrument. Cette 

technique basée sur la dispersion de la lumière et le mouvement Brownien des particules en 

fonction de leur taille (pour une température et viscosité connues) permet d’analyser 

individuellement chaque vésicule et de déterminer leur taille et concentration. Elle permet 

d’analyser de façon fiable des vésicules de diamètre entre 30 et 1000 nm. Elle est utile pour les 

populations hétérogènes d’EV en donnant des renseignements sur leur distribution de taille. 

Chaque échantillon dilué (entre 1/100 et 1/1000 selon les préparations d’EV) en PBS 

stérile et filtré à 0,1µm a été analysé en triplicat pendant 90 secondes en utilisant le PBS stérile 

pour le taux basal. La concentration relative des particules à un diamètre donné a été analysée 

pour donner un pourcentage cumulatif des vésicules permettant ainsi de déterminer leur 

distribution: D10, D50 et D90 indiquent que 10%, 50% et 90% des EV ont un diamètre inférieur 

à la valeur indiquée du diamètre (nm). 

 

Chapitre 13 : Analyses statistiques 
 

Les analyses statistiques de l’étude clinique ont été réalisées grâce au test de Student 

non apparié. Les analyses ont été effectuées en comparant les patients avec les sujets contrôles. 

Les différences significatives ont été relevées pour une p value de p<0.05.  

Les analyses statistiques des études in vitro ont été réalisées grâce au test de Student. 

Les différences significatives ont été relevées pour une p value de p<0.05. 

Tableau 33: Nombres d'expériences independantes et nombres de réplicats réalisés en fonction des études. 

Expériences Nombre d’expérience indépendantes Nombre de réplicats 

Modification de la voie 

endosomale par surcharge 

en cholestérol induite par les 

lipoprotéines 

Cellule contrôle n=6 / Cellule +PG n=3 / 

Cellule +acLDL n=6 / cellule+ 

acLDL+U18666A n=3/ Cellule+acLDL 

+PG n=3 

1 

Modification de la voie 

endosomale par maladie 

génétique NPC 

Cellule contrôle n=3/ Cellule NPC n=3 1 

Modification de la voie 

endosomale par des amines 

cationiques 

Cellule Contrôle n=3/ Cellule + 

amiodarone n=3 /  

Cellule + chloroquine n=3 

1 
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PARTIE III-RESULTATS 
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Introduction générale 

 

Cette partie résultats est articulée autour de 3 parties. La première partie portera sur une 

étude pilote, étudiant le rôle du BMP, comme biomarqueur urinaire de dysfonctionnement 

endolysosomal, chez l’homme. La deuxième partie portera sur la présence de BMP dans les 

exosomes. Enfin, la troisième partie abordera le rôle du BMP dans la sécrétion du cholestérol 

par les exosomes.  

 

Chapitre 14 : BMP : Biomarqueur extracellulaire lors de 

dysfonctionnement endosomal induit par l’amiodarone 

 

Introduction 

 

 

Les CAD sont des médicaments qui engendrent des effets secondaires lors du traitement 

des maladies. En effet, le risque de phospholipidose définie comme une accumulation 

intracellulaire de phospholipides (voir le chapitre sur le dysfonctionnement endolysosomal) 

peut conduire à des effets secondaires plus importants que les bénéfices thérapeutiques 

souhaités (Breiden & Sandhoff, 2019; Liu et al., 2014). Il est donc essentiel d’avoir des 

biomarqueurs spécifiques, sensibles et facilement accessibles dans les milieux biologiques 

périphériques, qui permettront de détecter précocement et de suivre l’évolution de ces 

phospholipidoses tissulaires. Or à l’heure actuelle, seulement une biopsie permet de 

diagnostiquer une phospholipidose. Des études précédentes (Baronas et al., 2007; Liu et al., 

2014; K. L. Thompson et al., 2012) ont montré chez le rat que lors d’une phospholipidose 

induite par l’amiodarone, la quantité de di-DHA BMP urinaire se trouvait augmentée. 

Néanmoins, aucune étude n’a été réalisée chez l’homme. Pendant cette thèse, une étude pilote 

de preuve de concept a été réalisée avec des patients traités par l’amiodarone. Les informations 

cliniques de cette étude se trouvent dans la partie matériel et méthode (7.1.1 étude clinique). 

Cette étude a été publiée en 2020 dans le journal Biochimie (Rabia et al., 2020) et se trouve en 
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annexe. Dans cette partie, nous détaillerons les analyses préliminaires ainsi que des résultats 

non inclus (données non montrées) dans l’article.  

L’étude est composée de 3 groupes : un groupe de sujets sains (groupe contrôle), un 

groupe de sujets traités par l’amiodarone (groupe Amio) et un groupe de patients atteints de 

stéatose hépatique non alcoolique (groupe NASH). L’amiodarone est une CAD reconnue pour 

provoquer des phospholipidoses entrainant des troubles hépatiques, thyroïdiens … La NASH 

est une maladie caractérisée par une accumulation de lipides dans les hépatocytes. Les patients 

NASH nous permettent de déterminer si un dysfonctionnement au niveau du foie engendre aussi 

une augmentation du BMP urinaire, et donc de déterminer si l’augmentation du BMP urinaire, 

est due à l’amiodarone ou bien à un dysfonctionnement hépatique. 

 

14.1 Analyses préliminaires 

 

Dans un premier temps, nous avons vérifié que le BMP urinaire analysé était bien dans 

la partie soluble des urines, et ne provenait pas des possibles cellules présentes dans les urines. 

Toutes les quantités de BMP sont ramenées à la quantité de créatinine urinaire, permettant de 

standardiser les résultats et aussi d’éliminer des patients atteints de troubles rénaux. La figure 

44 permet d’observer qu’il n’y a pas de différence significative entre nos 3 groupes, permettant 

ainsi d’éliminer tout biais lié à un trouble rénal provoqué par la NASH ou bien l’amiodarone. 

Les urines ont dans un premier temps été analysées de 2 façons : les urines totales et les 

surnageants des urines. Ces surnageants sont obtenus après centrifugation à 200g pendant 10 

min à RT (room temperature).  
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Figure 44 : quantité de créatinine urinaire en mol.L-1, moyenne +/- sem ; groupe contrôle n= 12 ; groupe NASH 

n= 6 ; groupe Amiodarone (Amio) n= 24. (Rabia et al., 2020) 

 

La figure 45 ne montre aucune différence statistiquement significative dans la quantité 

de di-DHA BMP urinaire, entre les surnageants des urines et les urines totales pour les 3 

groupes. Néanmoins, on constate une tendance à l’augmentation pour les urines totales. Cette 

différence est possiblement due à la centrifugation qui a permis non seulement d’éliminer les 

cellules présentes, mais aurait pu aussi retenir une partie du BMP « soluble » dans le culot 

particulaire.  Ces résultats montrent que la majorité du BMP est présent dans la partie soluble 

des urines.  Pour le reste des analyses, les surnageants des urines ont donc été utilisés.  

 

 
Figure 45: différence en di-DHA BMP entre les  surnageants * (200g) des urines et les urines totales en pmol/µmol 

de créatinine, moyenne +/- sem ; A : groupe contrôle n=12 ; B groupe NASH n=6 ; C groupe amiodarone n=24 (Rabia et 

al., 2020) (HPLC-MS/MS) 
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Ensuite l’impact du genre sur la concentration en di-DHA BMP urinaire et en BMP 

Total a été étudié. L’absence de différence significative en fonction du genre (figures 46 et 47) 

a permis de comparer globalement les résultats des urines indépendamment du sexe des 

donneurs. 

 

 

 
Figure 46 : différence en di-DHA BMP dans les urines en fonction du genre,  en pmol/µmol de créatinine, 

moyenne +/- sem; A : groupe contrôle : femme n=6  homme n=6 ; B groupe NASH : femme n=3  homme n=3  ; C groupe 

amiodarone : femme n=14  homme n=10 (Rabia et al., 2020) (HPLC-MS/MS) 

 

 
Figure 47: différence en BMP total dans les urines, en fonction du genre, en pmol/µmol de créatinine, moyenne 

+/- sem; A : groupe contrôle : femme n=6  homme n=6 ; B groupe NASH : femme n=3  homme n=3  ; C groupe amiodarone : 

femme n=14  homme n=10 (Rabia et al., 2020) (HPLC-MS/MS) 
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14.2 Augmentation du BMP urinaire (étude humaine) 

 

Une fois les vérifications préliminaires réalisées, le BMP urinaire a été analysé. Dans 

un premier temps, nous nous sommes intéressés au di-DHA BMP. Pourquoi cette 

espèce moléculaire? Premièrement, elle est l’espèce retrouvée spécifiquement augmentée chez 

le rat (K. L. Thompson et al., 2012), nous permettant ainsi de faire un parallèle entre les études 

faites chez l’homme et l’animal. Ensuite, un biomarqueur est caractérisé comme étant 

facilement analysable et caractéristique. L’espèce moléculaire di-DHA BMP est une espèce 

particulière qui semble assez spécifique du BMP. En effet, il est très rare de trouver un 

phospholipide estérifié par 2 molécules de DHA dans les phospholipides. De plus, cette espèce 

très facilement identifiable parmi les autres espèces du BMP comme nous le verrons plus loin.  

Les résultats de l’analyse du di-DHA BMP urinaire sont résumés dans la figure 48. On 

constate une augmentation significative de la quantité de di-DHA BMP pour le groupe Amio, 

comparé aux groupes contrôle et NASH. Mais il n’y a pas de différence significative entre le 

groupe contrôle et le groupe NASH. L’augmentation du di-DHA BMP urinaire n’est pas due à 

un dysfonctionnement au niveau du foie mais bien à la consommation d’amiodarone.  

 

Figure 48: quantité  en di-DHA BMP dans les urines ,  en pmol/µmol de créatinine,  moyenne +/- sem ; groupe 

contrôle n= 12 ; groupe NASH n= 6 ; groupe Amiodarone (Amio) n= 24, * p<0.05 par rapport au groupe contrôle et au 

groupe NASH (Rabia et al., 2020) (HPLC-MS/MS) 
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Pour approfondir cette étude, l’ensemble des espèces moléculaires du BMP (une 

vingtaine) urinaire a été analysé. Ces résultats se trouvent dans le tableau 34. La quantité de 

chaque espèce moléculaire a été sommée pour chaque groupe permettant d’avoir une quantité 

totale de BMP urinaire. On constate que pour le groupe amiodarone, par rapport au groupe 

contrôle et NASH, il y a une augmentation significative de la quantité de BMP total urinaire. 

Néanmoins, il n’y a pas de différence significative entre la quantité de BMP total pour le groupe 

NASH par rapport au groupe contrôle (figure 49).  

 

Figure 49: quantité de BMP total dans les urines,  en pmol/µmol de créatinine, moyenne +/- sem ; groupe contrôle 

n= 12 ; groupe NASH n= 6 ; groupe Amiodarone (Amio) n= 24, * p<0.05 par rapport au groupe contrôle et au groupe 

NASH (Rabia et al., 2020) (HPLC-MS/MS) 
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Tableau 34: liste des espèces moléculaires du BMP urinaire  analysées pmol/µmol de créatinine, moyenne +/- 

sem ; groupe contrôle n= 12 ; groupe NASH n= 6 ; groupe Amiodarone (Amio) n= 24, * p<0.05 par rapport au groupe 

contrôle (Rabia et al., 2020) (HPLC-MS/MS) 

BMP : espèces 

moléculaires (pmol / 

µmol de créatinine) 

 

Contrôle   (n=12)  

 

Amiodarone (n=24) 

 

NASH (n=6) 

C16:0,C16:0   3.40 ± 0.49   3.89 ± 0.68   3.24 ± 0.62 

C18:1n-9,C20:1n-9   0.06 ± 0.01   0.24 ± 0.06 *   0.14 ± 0.04 *  

C16:0,C18:1n-9   0.08 ± 0.01   0.34 ± 0.09 *   0.14 ± 0.05  

C18:1n-9,C18:1n-9   0.99 ± 0.19   4.49 ± 1.18 *   1.57 ± 0.51  

C18:0,C18:1n-9   0.27 ± 0.05   0.90 ± 0.21 *   0.49 ± 0.07 * 

C16:0,C18:2n-6   0.02 ± 0.004   0.13 ± 0.04 *   0.04 ± 0.01  

C18:2n-6,C18:2n-6   0.08 ± 0.02   0.66 ± 0.22 *   0.10 ± 0.03 

C18:1n-9,C18:2n-6   0.54 ± 0.11   3.17 ± 0.95 *   0.75 ± 0.28 

C18:0,C18:2n-6   0.05 ± 0.01   0.20 ± 0.06 *   0.06 ± 0.01  

C18:2n-6,C22:6n-3   0.36 ± 0.06   1.90 ± 0.48 *   0.44 ± 0.12 

C18:1n-9,C22:6n-3   1.05 ± 0.16   4.66 ± 1.13 *   1.66 ± 0.50 

C18:0,C22:6n-3   0.10 ± 0.02   0.31 ± 0.07 *   0.17 ± 0.04  

C16:0,C20:4n-6     0.03 ± 0.01   0.14 ± 0.03 *   0.05 ± 0.01  

C20:4n-6,C22:6n-3   0.07 ± 0.01   0.43 ± 0.10 *   0.09 ± 0.02 

C22:6n-3,C22:6n-3   1.01 ± 0.14   4.23 ± 1.13 *   1.38 ± 0.44 

C16:0,C22:6n-3   0.38 ± 0.07   1.28 ± 0.34 *   0.50 ± 0.15 

C18:1n-9,C20:4n-6   0.06 ± 0.01   0.36 ± 0.10 *   0.07 ± 0.02 

C16:0,C22:5n-3/6   0.01 ± 0.004   0.05 ± 0.01 *   0.03 ± 0.01 

C18:1n-9,C20:3n-6/9   0.06 ± 0.02   0.35 ± 0.10 *   0.09 ± 0.03 

C18:1n-9,C20:2n-6   0.03 ± 0.01   0.15 ± 0.04 *   0.05 ± 0.02  

 BMP TOTAL   8.64 ± 1.12   27.88 ± 6.13 *   11.05 ± 2.60 

saturées (mole%)   41.7 ±  4.1   22.2 ± 3.0   31.9 ± 5.0  

Monoinsaturées 

(mole%) 
  15.3 ± 1.1   20.1 ± 1.4 *   21.0 ± 1.9 * 

Polyinsaturées 

(mole%) 
  43.0 ± 3.4   57.1 ± 3.1 *   47.1 ± 3.8 
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Nous avons classé les espèces moléculaires du BMP en 3 groupes selon le degré 

d’insaturation des acides gras estérifiés: les espèces saturées, les espèces monoinsaturées et les 

espèces polyinsaturées. Une espèce est considérée saturée si les 2 acides gras estérifiés sont 

saturés. Pour les espèces monoinsaturées, soit les deux acides gras sont monoinsaturés, soit un 

est saturé et le deuxième est monoinsaturé. Pour les espèces polyinsaturées, au moins un des 

deux acides gras doit être polyinsaturé.  Dans le tableau 34 se trouvent les résultats de l’analyse 

de toutes les espèces moléculaires du BMP quantifiables dans les urines de notre étude. On 

constate que pour les trois groupes, la seule espèce moléculaire saturée est le di C16 :0 BMP. 

De plus, la concentration de cette espèce ne varie pas entre les groupes. Pour le groupe 

amiodarone, toutes les espèces insaturées sont augmentées significativement par rapport au 

groupe contrôle. Pour le groupe NASH, on observe une augmentation significative pour 2 

espèces moléculaires monoinsaturées (C18 :1 n-9/ C20 :1 n-9 ; C18 :1 n-9 / C18 :1 n-9) par 

rapport au groupe contrôle. Néanmoins, il n’y a aucune différence entre le BMP total pour le 

groupe NASH et le groupe contrôle. Pour le groupe amiodarone, il y a une très forte 

augmentation des espèces contenant au moins un DHA. En effet, pour le groupe contrôle elles 

ne représentent qu’environ 34 % des espèce totales, alors que pour le groupe amiodarone, elles 

représentent environ 60% des espèces totales soit près du double. Ceci confirme donc 

l’enrichissement en acides gras polyinsaturés du BMP.  Dans la figure 50, nous avons 

schématisé les proportions relatives des espèces en fonction de leur degré d’insaturation afin de 

visualiser les variations induites. On remarque une modification de la répartition de 

l’insaturation du BMP urinaire dans le groupe AMIO et NASH par rapport au groupe contrôle.  

Pour le groupe Amiodarone, on observe une augmentation significative de la proportion des 

espèces insaturées (mono et poly) du BMP comparativement au groupe contrôle.  Pour le 

groupe NASH seules les espèces monoinsaturées voient leur proportion augmenter 

significativement au détriment des espèces saturées, comparativement au groupe contrôle.  
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Figure 50 : répartition de l'insaturation des espèces moléculaires du BMP urinaire en fonction des groupes, valeur 

en %, *p<0.05 par rapport au groupe contrôle (Rabia et al., 2020) 

 

Les macrophages sont des cellules riches en BMP (Bouvier et al., 2009) et sécrètent des 

EV (Wang et al., 2015). Ils pourraient être la source du BMP circulantet sont connu pour 

incorporer de façon massive l’amiodarone (Stadler et al., 2008; Tengstrand et al., 2010). Pour 

étudier l’hypothèse que l’augmentation du BMP soit due à une intoxication globale de 

l’organisme par l’amiodarone, des macrophages ont été traités avec 10 µM d’amiodarone 

pendant 24h. Les macrophages utilisés sont des macrophages humains issus de la 

différenciation de la lignée THP1 et de monocytes sanguins primaires. Ces macrophages ont 

ensuite été analysés par microscopie à fluorescence confocale. Deux marqueurs ont été utilisés, 

le BMP et le lysotracker. Ce marquage permet d’observer une augmentation des compartiments 

endolysosomaux ainsi que l’augmentation du BMP. En effet, le lysotracker permet de marquer 

les compartiments acides de la cellule. On constate une augmentation de la taille des 

endolysosomes dans les macrophages (figure 51). De plus, on observe une augmentation de 

l’intensité du marquage du BMP suggérant une augmentation de la quantité du BMP 

intracellulaire. Les deux marquages colocalisent en partie, montrant bien que l’amiodarone agit 

dans le compartiment endolysosomal en le perturbant. Cette perturbation est un engorgement 

du compartiment, observable par l’augmentation de la quantité de BMP et de l’augmentation 

de la taille des compartiments endolysosomaux. On note aussi un changement dans la 

distribution intracellulaire des organites qui montrent une localisation plutôt péri-nucléaire dans 

les contrôles alors qu’ils adoptent une localisation plus périphérique après traitement par 

l’amiodarone. 
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Figure 51: clichés de fluorescence avec anti- BMP (vert) et marquage des compartiments acides par le lysotracker 

(rouge); A : monocytes primaires humains différenciés en macrophages; B : THP1 différenciés en macrophages; traités 

avec ou sans 10 µM d'amiodarone. (Rabia et al., 2020) 
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Conclusion 

 

Ces résultats montrent qu’un traitement par l’amiodarone entraine une augmentation du 

BMP urinaire chez l’homme, confirmant les résultats obtenus dans les études animales (Baronas 

et al., 2007; Tengstrand et al., 2010; K. L. Thompson et al., 2012). De plus, nous montrons pour 

la 1ère fois que toutes les espèces à DHA du BMP augmentent significativement avec le 

traitement à l’amiodarone chez l’homme. Ceci pourrait suggérer un lien fonctionnel avec la 

sécrétion du BMP et son mode de transport dans les urines. Néanmoins, nous ne pouvons 

conclure quant à la présence de phospholipidose tissulaire chez les patients. En effet, aucune 

biopsie n’a pu être réalisée. Nous pouvons donc conclure que chez l’homme, le BMP est un 

biomarqueur urinaire de dysfonctionnement endolysosomal induit par l’amiodarone.  Les 

résultats de fluorescence ont permis de confirmer l’hypothèse que l’augmentation du BMP 

urinaire est due plus particulièrement à un dysfonctionnement endolysosomal global. Le BMP 

se retrouve augmenté dans de nombreuses LSD (Meikle et al., 2008; Rabia et al., 2020; K. L. 

Thompson et al., 2012) au niveau cellulaire mais aussi au niveau extracellulaire. Il pourrait être 

utilisé comme marqueur permettant de classer les patients avec ou sans perturbation 

endosomale. Toutefois, le BMP semble être un marqueur de dysfonctionnement endolysosomal 

global et donc non spécifique d’un tissu.  

L’amiodarone est connue pour provoquer des dysthyroïdies (Basaria & Cooper, 2005; 

Tsang & Houlden, 2009). L’analyse du BMP urinaire des sujets sous amiodarone avec ou sans 

dysthyroïdie (données non montrées) n’a montré aucune différence entre les 2 groupes.  IL n’y 

aurait donc aucun lien entre la sécrétion de BMP urinaire et la dysthyroïdie induite par 

l’amiodarone. De plus, même si le BMP hépatique est enrichi en DHA (voir Tableau 21), la 

surcharge en lipides du foie au cours de la NASH n’augmente pas le BMP urinaire, suggérant 

donc l’absence de spécificité tissulaire. Enfin, L’analyse de la créatinine urinaire a permis 

d’éliminer la présence de dysfonctionnement rénal chez les sujets de l’étude. L’augmentation 

du BMP urinaire est donc due à une augmentation de la sécrétion de celui-ci, en absence de 

troubles rénaux, suggérant que l’augmentation de la quantité de BMP urinaire résulte de la 

perturbation endosomale induite par la consommation d’amiodarone (Rabia et al., 2020). 
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Il faut poursuivre les études humaines sur l’utilisation du BMP urinaire. Il pourrait ainsi 

devenir un marqueur non invasif de dysfonctionnement endosomal permettant ainsi d’éviter la 

réalisation de biopsie lors de suspicion de phospholipidose.  

L’augmentation du BMP observée dans les macrophages lors d’un traitement par 

l’amiodarone, montre un lien entre l’augmentation du BMP urinaire et l’intoxication globale de 

l’organisme par l’amiodarone. Les cellules (macrophages, hépatocytes) sécrèteraient le BMP 

dans la circulation sanguine comme suggéré par Meikle et al (Meikle et al., 2008), qui 

rejoindrait ultérieurement le rein pour être sécrété dans les urines.   

Des études doivent être réalisées en recrutant des patients à différents temps de 

traitement avec l’amiodarone afin de rechercher une corrélation possible entre la quantité de 

BMP urinaire et la durée du traitement. Si la corrélation est présente, l’évolution de 

l’intoxication pourrait être surveillée afin de modifier le traitement des patients pour éviter de 

graves effets secondaires. 

L’espèce di-DHA BMP est très intéressante d’un point de vue physico-chimique au 

niveau membranaire. Les nombreuses doubles liaisons (12 au total) des di-DHA forment des 

courbures importantes dans les chaines aliphatiques du BMP ce qui conduit à une augmentation 

de la fluidité membranaire, permettant ainsi de jouer un rôle dans la dynamique des membranes, 

et peut être dans la sécrétion du BMP.  Il faut poursuivre les études portant sur le rôle 

membranaire du BMP et plus particulièrement sur les espèces moléculaires polyinsaturées 

comme le di-DHA BMP, en lien avec les mécanismes de sécrétion du BMP. 

La modification de la localisation des endolysosomes sous amiodarone (en périphérie 

de la cellule et non plus en périnucléaire), pourrait jouer un rôle dans la sécrétion du BMP par 

les cellules. En effet, elle permettrait de rapprocher les endolysosomes de la membrane 

plasmique et de favoriser la sécrétion du BMP dans le compartiment extracellulaire. Ce mode 

de sécrétion pourrait peut-être avoir un lien avec le mode de transport du BMP dans les urines. 
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Chapitre 15 : BMP : nouveau biomarqueur de vésicules 

extracellulaires issues des endosomes : les exosomes. 

 

Introduction 

 

La présence de BMP dans les urines nous a permis de nous interroger quant à son moyen 

de transport dans les urines, mais aussi dans les milieux aqueux en général. En effet, le BMP 

est un phospholipide, c’est-à-dire une molécule amphiphile : hydrophile par son groupement 

phosphate, mais aussi hydrophobe par ses chaines acyles, ne lui permettant pas d’être transporté 

sous forme libre dans les milieux aqueux. Il peut se trouver sous la forme de micelle lipidique 

ou bien associé à des protéines comme la BSA par exemple. Des études ont demontré la 

présence de BMP dans le plasma humain associé aux lipoprotéines circulantes (Grabner et al., 

2019; Meikle et al., 2008). Dans notre travail, nous avons exploré une autre voie de transport 

encore controversée pour le BMP via des vésicules extracellulaires comme les exosomes. En 

effet, le BMP n’est présent que dans les endolysosomes qui sont considérés comme le 

compartiment d’origine des exosomes. De plus, sa structure lui conférant des propriétés 

physico-chimiques fusogènes lui permettrait d’aider la sortie des exosomes de la cellule (Subra 

et al., 2007). Enfin, l’analyse des exosomes est à ce jour complexe en raison de leur 

hétérogénéité et d’un manque de marqueur spécifique (Pegtel & Gould, 2019). En effet, il faut 

utiliser plusieurs marqueurs pour prouver l’origine endosomale des exosomes. Le BMP se 

trouvant uniquement dans les endosomes, sa présence dans les exosomes en ferait un marqueur 

lipidique de choix.  Cette partie des résultats va être articulée autour de 4 grandes parties :  

-la première portera sur les différentes méthodes utilisées pour obtenir des vésicules 

extracellulaires.     

- la deuxième partie portera sur la suite de l’étude clinique, c’est-à-dire le véhicule du 

BMP dans les urines. 

-la troisième portera sur la caractérisation de la présence de BMP dans les exosomes à 

l’aide de différentes techniques dans des macrophages murins les RAW 264.7. 

-la dernière partie portera sur l’isomérie du BMP retrouvée en intracellulaire et en 

extracellulaire. 
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15.1 Avantages et limites des méthodes de purification des vésicules extracellulaires 

 

Pour purifier les vésicules extracellulaires, plusieurs méthodes ont été utilisées. Toutes 

ces méthodes ont été présentées en détail dans la partie matériel et méthode. Dans cette partie, 

nous ne verrons ces techniques que sous forme d’un tableau avec les avantages et les 

inconvénients de chacune. Pour chaque figure, la technique d’isolement des EV utilisée sera 

indiquée par l’abréviation correspondante pour plus de simplicité. Pour l’analyse des urines, 

seule la technique utilisant le DTT avant l’étape d’ultracentrifugation a été utilisée 

ultérieurement. Pour les EV issues des surnageants de cultures cellulaires, voici les techniques 

utilisées et les abréviations qui seront retrouvées sur les figures :  

-UC : ultracentrifugation 

-UC-G : ultracentrifugation suivie d’un gradient de sucrose 

-UF-UC : ultrafiltration suivie d’ultracentrifugation 

-UF-SEC :  ultrafiltration suivie par une chromatographie d’exclusion 

 

Dans les tableaux ci-dessous (tableaux 35 et 36)  se trouvent les avantages et 

inconvénients des différents techniques basés sur la littérature (Ayala-Mar et al., 2019; Jiang et 

al., 2020) et nos propres observations. 

 

Tableau 35: avantages et inconvénients des techniques de purification de vésicules extracellulaires urinaires 

Echantillons : Urines (Fernández-Llama et al., 2010; Merchant et al., 2017; Rabia et 

al.,2020) 

Technique UC-DDT UC-Sans DTT 

Avantage Rendement d’EV plus important 

Besoin de volume initial plus faible 

Plus rapide car moins d’étapes 

 

Inconvénient Des étapes supplémentaires 

Possible modification de la structure 

des EV  

Rendement d’EV moins important 

Besoin de volume initial plus 

important 
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Tableau 36: avantages et inconvénients des techniques de purification de vésicules extracellulaires secrétées par 

des cellules  

Echantillons : Surnageants de culture cellulaire 

Technique Avantages  Inconvénients /limites 

UC (Ayala-Mar 

et al., 2019; 

Jiang et al., 

2020) 

Rapide  

Gold standard (reconnue par la 

communauté scientifique) (Ayala-

Mar et al., 2019; Jiang et al., 

2020; Li et al., 2017))  

Rendement d’EV plus faible, 

contamination des échantillons par 

d’autre vésicules comme les 

lipoprotéines par exemple 

Besoin en milieu important > 

200mL 

UC-G 

(Ayala-Mar et 

al., 2019; Jiang 

et al., 2020) 

Purification supplémentaire des 

EV en fonction de leur densité  

Echantillons finaux très 

concentrés 

Besoin en volume initial très 

important >800mL 

Volume faible d’échantillons et peu 

de rendement  (Zeringer et al., 

2013) 

Méthode longue et compliqué 

(réalisation du gradient) (Zeringer 

et al., 2013) 

UF-UC Rendement d’EV important 

Nécessite moins de volume que 

UC (200mL suffisant) 

Méthode plus longue que UC seule 

 

UF-SEC 

(Ayala-Mar et 

al., 2019; Jiang 

et al., 2020) 

Purification supplémentaire en 

fonction de la taille des EV 

(Witwer et al., 2013) 

Méthode longue  

Echantillon final dilué 

 

15.2 BMP : nouveau biomarqueur d’exosomes urinaires ou secrétés par des cellules 

rénales 

 

L’augmentation du BMP urinaire chez les patients traités à l’amiodarone est très 

intéressante (partie 7.1.1 étude pilote), mais le véhicule du BMP urinaire l’est tout autant. Dans 

ce but, des EV urinaires ont été purifiées permettant d’étudier la présence d’exosomes. 50 ml 

d’urine ont été utilisés pour purifier des EV de 3 sujets contrôles et de 3 patients sous 

amiodarone. Une fois les EV récupérées dans 50 µL de PBS, elles ont été analysées par HPLC-

MS/MS pour quantifier le BMP, par Western blot pour déterminer la présence de marqueurs 

exosomaux, enfin la quantité de protéines totales a été quantifiée. Les résultats de ces analyses 

sont représentés dans la figure 52 pour la quantification du BMP et des protéines, et dans la 

figure 53 pour les marqueurs exosomaux. On constate la présence de BMP dans les EV 

purifiées. De plus, on observe une augmentation significative de la quantité de BMP pour les 

EV des sujets sous amiodarone, montrant bien un lien entre les EV et l’intoxication par 

Cette thèse est accessible à l'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2021LYSEI098/these.pdf 
© [M. Rabia], [2021], INSA Lyon, tous droits réservés



175 

 

l’amiodarone. On peut aussi remarquer la présence d’exosomes par le biais des marqueurs 

exosomaux ALIX/CD81/CD63/ TSG101. Enfin, l’analyse des protéines montre une 

augmentation de la quantité de protéines totales pour les EV issues des patients sous 

amiodarone. La quantité de protéines étant corrélée à la quantité d’EV, on peut en conclure que 

l’amiodarone entraine une augmentation de la sécrétion d’EV urinaires. Ces résultats tendent à 

montrer que :  

-1) le BMP est présent dans les exosomes,  

-2) l’amiodarone est un stimulateur de la sécrétion d’EV, probablement due à la 

perturbation endolysosomale induite par ce composé CAD (Partie 2.3.5).  

 
Figure 52: A : augmentation du di-DHA BMP des surnageants des urines du groupe amiodarone par rapport au 

groupe contrôle ; B : augmentation du di-DHA BMP des vésicules extracellulaires du groupe amiodarone par rapport au 

groupe contrôle ; C : augmentation des protéines totales  des vésicules extracellulaires du groupe amiodarone par rapport 

au groupe contrôle ; valeur « fold d’augmentation par rapport au contrôle +/- sem, *p<0.05, EV obtenu par UC-DTT (Rabia 

et al., 2020) (quantification du BMP par HPLC-MS/MS) 
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Figure 53: caractérisation par western blot des marqueurs exosomaux des EV urinaires obtenues par UC-DTT, 

1 : marqueur de poids moléculaire ; 2,3,4 : EV de sujets contrôles ; 5,6,7 : EV de sujets sous amiodarone. Dépôts réalisés à 

volume égal : 15µL. marqueur utilisé : ALIX, CD63, TSG101, CD81(Rabia et al., 2020) 

Pour aller plus loin, des comarquages par immunogold et observation en microscopie 

électronique ont été réalisés pour vérifier la présence de BMP dans des EV caractérisées comme 

des exosomes. Pour cela, des EV urinaires d’un volontaire sain ont été purifiées. Le marquage 

immunogold et l’analyse par microscopie électronique ont été réalisés au CIQLE. Les figures 

54 et 55 montrent la présence de vésicules de taille compatible avec des EV (30-200 nm). Dans 

les figures 54 B et 55A, on observe aussi la présence d’EV positives pour le marquage avec 

l’anticorps anti-BMP, représenté par la présence d’une bille d’or de 10nm, à moins de 30 nm 

d’une vésicule. De plus, on note la présence d’EV contenant les marqueurs d’exosomes CD81 

(figure 55 B) et CD63 (figure 54 A). Ces résultats montrent la présence d’EV contenant du 

BMP et des EV contenant des marqueurs d’exosomes dans une préparation d’EV urinaires.  

Dans les figures 54 C et 55C, on observe des EV co-marquées par le BMP et CD63 ou CD81, 

respectivement. Ces clichés montrent pour la 1ère fois la présence de BMP dans les exosomes 

d’urines humaines.  
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Figure 54: Marquage immunogold sur des vésicules extracellulaires urinaires obtenues par UC-DTT:  A : 

immunogold avec anticorps anti- CD63, taille des billes d'or 10 nm, B : immunogold  avec anticorps anti-BMP, taille des 

billes d'or 10 nm, C : comarquage immunogold avec anticorps anti-CD63, taille des billes d'or 5 nm,  et  anticorps anti- 

BMP, taille des billes d'or 15 nm (Rabia et al., 2020) 

Cette thèse est accessible à l'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2021LYSEI098/these.pdf 
© [M. Rabia], [2021], INSA Lyon, tous droits réservés



178 

 

 
Figure 55: Marquage immunogold sur des vésicules extracellulaires urinaires obtenues par UC-DTT:  A : 

immunogold avec anticorps anti-BMP, taille des billes  d'or 10 nm, B : immunogold avec anticorps anti-CD81, taille des 

billes d'or 10 nm, C (images de droite): comarquage immunogold avec anticorps anti-CD81, taille des billes d'or 5 nm, et 

anticorps anti-BMP, taille des bille d'or 15 nm  (Rabia et al., 2020) 

 

Pour déterminer l’origine de ces exosomes, des EV issues de cellules rénales, les HEK 

293, ont été purifiées puis analysées par microscopie électronique. Les EV ont été marquées 

par immunogold avec les anticorps contre le BMP et CD63. Dans la figure 56 B, on observe la 

présence d’EV marquées par le BMP. Des exosomes caractérisés par la présence de CD63 sont 

présents dans les EV secrétées par les cellules HEK 293 (Figure 56 A). La figure 56 C montre 

des exosomes caractérisés par la présence de CD63 et contenant aussi du BMP. Ces résultats 

permettent d’affirmer la présence de BMP dans des exosomes urinaires et issus de cellules 

rénales HEK 293. Le BMP pourrait donc être un nouveau marqueur lipidique des EV issues des 

endosomes, donc des exosomes. 
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Figure 56 : Marquage immunogold sur des vésicules extracellulaires sécrétées par des cellules HEK 293et 

purifiées par UC :  A : immunogold avec anticorps anti-CD63, taille des billes  d'or 10 nm, B : immunogold avec anticorps 

anti-BMP, taille des billes d'or 10 nm, C : comarquage immunogold  avec anticorps anti-CD63, taille des billes d'or 5 nm, 

et anticorps anti-BMP, taille des billes d'or 15 nm, (Rabia et al., 2020) 
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Conclusion 

 

En effet, nous montrons pour la première fois directement la présence du BMP dans des 

EV caractérisées comme des exosomes et non plus par simple association de localisation à partir 

de préparations d’EV où le BMP était analysé par spectrométrie de masse, puis les EV 

caractérisées comme exosomes par western blot (Miranda et al., 2018; Miranda & Paolo, 2018). 

Pendant cette thèse, nous avons pu affirmer la présence de BMP dans des exosomes urinaires 

mais aussi sécrétés par des cellules rénales HEK 293. Néanmoins, nous n’avons pu établir 

quelle proportion précise du BMP urinaire total était retrouvée dans les exosomes. Enfin, la 

localisation spécifique du BMP dans les endosomes en fait un marqueur de choix dans la 

caractérisation des exosomes. Il faut poursuivre les études sur la présence de BMP dans les 

exosomes en multipliant les types cellulaires et les marqueurs protéiques exosomaux, pour 

permettre de confirmer le rôle du BMP comme nouveau marqueur exosomal (Rabia et al., 

2020).  

De par leur taille (30-200 nm), les exosomes ne peuvent passer le filtre rénal. Donc les 

exosomes et autres EV retrouvés dans l’urine proviendraient des cellules du tractus (Pisitkun et 

al. 2004; Merchant et al. 2017). Les macrophages et hépatocytes sont des cellules riches en 

BMP (Hullin-Matsuda et al., 2009). Il est possible que le BMP retrouvé dans les urines 

provienne de sa sécrétion par ces cellules dans la circulation sanguine (Grabner et al., 2019; 

Meikle et al., 2008). Puis il serait capté par les cellules rénales pour  être sécrété dans les urines 

(Rabia et al., 2020). Des études complémentaires sont nécessaires pour comprendre les modes 

et mécanismes de sécrétion du BMP dans les biofluides et par quel(s) type(s) cellulaire(s) il est 

sécrété.  
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15.3 BMP : nouveau biomarqueur d’exosomes secrétés par des macrophages RAW 

264.7 

 

Nous avons donc recherché la présence de BMP dans les exosomes sécrétés par un autre 

modèle cellulaire : les macrophages murins en culture de la lignée RAW 264.7 en utilisant 

différentes techniques de purification (voir Chapitre 8 : Isolement des vésicules 

extracellulaires) afin de séparer les sous-populations d’EV. 

15.3.1 Purification des EV par ultracentrifugation 

 

Dans un premier temps, nous avons utilisé la technique de référence UC pour isoler les 

EV qui ont ensuite été analysées par Western blot pour déterminer la présence des marqueurs 

protéiques d’exosomes et par HPLC-MS/MS pour déterminer la présence de BMP.  

Pour déterminer les meilleures conditions de sécrétion des cellule RAW, plusieurs 

temps de sécrétion ont été réalisés (sans changement de milieu) : 48h, 72h et jusqu’à 6 jours. 

Toutefois, les résultats après 6 jours de sécrétion ne seront pas présentés, la plupart des cellules 

étant mortes, vraisemblablement en raison de l’appauvrissement en nutriments du milieu « EV 

free » utilisé pour la sécrétion (8.1.2).  

La figure 57 A et B regroupe les résultats de viabilité cellulaire pour 48h et 72h de 

sécrétion. On constate qu’il n’y a aucune variation de la mortalité cellulaire entre 48h ou 72h 

de sécrétion (Figure 57 B), indiquant donc que les cellules maintiennent une croissance normale 

dans le milieu « EV free », néanmoins on constate une tendance à la diminution du nombre de 

cellules après 72h de sécrétion (Figure 58 A). 

 
Figure 57: viabilité cellulaire : A :compte cellulaire (106 cellules/ T150) moyenne +/- sem, n=3 ; B : mortalité 

cellulaire (% de cellules mortes) moyenne +/- sem, n=3 (RAW 264.7) 
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 La quantité de di-oléate BMP, l’espèce majoritaire du BMP dans les cellules RAW 

(Bouvier et al., 2009) a été analysée au niveau intracellulaire mais aussi dans les vésicules 

extracellulaires secrétées par les cellules RAW 264.7 après 48h et 72h de sécrétion (figure 58).  

La figure 58 A montre l’augmentation du di-oléate BMP intracellulaire à 72h par rapport 

à 48h de sécrétion. En parallèle, on constate une diminution du di-oléate BMP contenu dans les 

EV après 72h par rapport à 48h de sécrétion (figure 58 B).  Cette augmentation intracellulaire 

du di-oléate BMP après 72h de culture en milieu EV free pourrait être due à une modification 

du métabolisme des cellules en lien avec le manque de nutriments du milieu. L’augmentation 

du BMP intracellulaire dans des conditions de privation a déjà été observée (Grabner et al., 

2020; Luquain et al., 2000) ou bien lors de stimulation de l’autophagie (Ilnytska, Lai, et al., 

2021).  

La diminution de la sécrétion de BMP extracellulaire à 72h peut être soit une 

conséquence du manque de nutriment nécessitant une redistribution des ressources 

intracellulaires (par modification des flux lipidiques), soit due à la recapture des EV par les 

cellules. 

 

 
Figure 58 : A : quantité de di-oléate BMP intracellulaire en fonction du temps de sécrétion des cellules RAW 

264.7; B:  quantité de di-oléate BMP contenu dans les EV obtenues par UC en fonction du temps de sécrétion des cellules 

RAW 264.7 (analyse du BMP par HPLC-MS/MS, expérience représentative) 
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Enfin la caractérisation de la présence d’exosomes a été réalisée sur les EV après 48h et 

72h de sécrétion (figure 59). Les marqueurs exosomaux utilisés sont ALIX et TSG101. On 

constate bien un enrichissement de ces marqueurs endosomaux/exosomaux dans les 

échantillons EV comparativement au faible marquage cellulaire. De plus, on peut observer un 

marquage plus fort pour ALIX et TSG101 à 48h par rapport au temps 72h, confirmant donc une 

diminution de la sécrétion exosomale.  

 

 
Figure 59 : caractérisation par western blot de la présence des marqueurs exosomaux ALIX et TSG101, dans des 

EV sécrétées par les cellules RAW 264.7 et purifiées par UC ; dépôt réalisé à protéine égale pour les cellules( 48h : 31µg, 

72h : 24,4µg), et pour les EV (48h : 8,1µg, 72h : 7,2 µg) 

 

Enfin, le nombre total et la distribution de la taille des vésicules ont été obtenus par 

analyse du suivi individuel des particules (NTA=nanoparticle tracking analysis) avec le 

NanoSight NS300. Le nombre total d’EV sécrétées par 106 cellules a été estimé dans nos 

conditions de sécrétion à 12.2 x 106 (moyenne de 2 expériences). L’analyse de la distribution 

de taille montre que 90% des vésicules ont un diamètre inférieur à 210,9 nm, alors que 50% et 

10% ont un diamètre inférieur à 117,2 et 75,9 nm, respectivement. Ceci confirme que les EV 

isolées par UC ont donc des tailles correspondantes aux valeurs attendues (Pegtel & Gould, 

2019; Théry et al., 2018). 
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Pour la suite des expériences, nous avons donc utilisé 48h de sécrétion en cohérence 

avec les conditions reportées pour différents modèles cellulaires (Forterre et al., 2014, 2014). 

 

15.3.2 Purification des EV par ultracentrifugation et gradient de sucrose (UC-G) 

 

L’UC-G est une technique qui permet de purifier les EV isolées en fonction de leur 

densité, grâce à un gradient de sucrose (dans notre cas). Pour cela, entre 800 et 900mL de 

surnageant de culture ont été utilisés. Les EV isolées après UC ont été déposées sur un gradient 

de sucrose. 12 fractions sont récoltées. Sur ces fractions, le BMP, la quantité totale de protéines 

et les marqueurs exosomaux ont été analysés. La figure 60 regroupe les résultats d’un gradient 

représentatif de 3 expériences (n=3). Lors de nos analyses, nous avons constaté une certaine 

variation dans l’ordre d’élution des fractions vraisemblablement liée à la température de 

réalisation des gradients (hiver et été), Mais aucune différence n’a été observée sur le profil 

général des gradients qui montre 2 sous-populations d’EV de faible (fraction 3) et haute 

(fraction 7) densité contenant des marqueurs exosomaux. Ces 2 sous-populations ont déjà été 

observées dans la littérature (Willms et al., 2016). On observe aussi que le BMP co-élue avec 

les marqueurs exosomaux, suggérant donc que le BMP est bien associé aux exosomes.  
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Figure 60: A: quantité de di-oléate BMP dans les différentes fractions obtenues à la suite du gradient de sucrose 

des EV sécrétées pendant 48 h par les cellules RAW 264.7 (analyse par HPLC-MS/MS); B : caractérisation de la présence 

d'exosomes par western blot,  dans les différentes fractions du gradient de sucrose à l'aide des marqueurs exosomaux  ALIX 

(95kDa) et TSG101(45kDa) ; dépôts réalisés à protéines équivalentes :fraction : 1, 2, 3, 4, 5, 9, 10, 11 =0µg, fraction 3 

=19,3µg, fraction 6=1,35µg, fraction 7=20 ,3µg, fraction 8=20,4µg  

 

Les EV avant et après gradient ont été observées par MET (microscopie électronique à 

transmission) (figures 61 et 62). On constate que le gradient permet bien d’enrichir en vésicules 

et d’augmenter la pureté de l’échantillon. De plus, on peut observer la présence de BMP dans 

des EV grâce à un marquage dirigé contre le BMP (figure 62). Ces résultats montrent donc la 

présence de BMP dans des EV caractérisés comme des exosomes. On remarque aussi sur les 

clichés de MET la distribution de taille de vésicules de 30 à 150nm correspondant bien aux 

valeurs attendues pour des exosomes (Gardiner et al., 2016; Théry et al., 2018). 
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Figure 61: comparaison de la  pureté et de l’enrichissement en EV avant et après gradient de sucrose des EV 

sécrétées pendant 48h par les cellules RAW 264.7; A : échantillon d’EV avant gradient de sucrose ; B : fraction d’un 

gradient de sucrose enrichie en marqueurs exosomaux et BMP. Voir ci-dessous la partie agrandie (cadre vert) 

 

 

Figure 62: immunogold dirigé contre le BMP sur une fraction riche en BMP après gradient de sucrose des EV 

sécrétées pendant 48h par les cellules RAW 264.7, (cf figure 60 fraction n°3), taille des billes 10nm 
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15.3.3 Purification des EV par ultrafiltration-chromatographie d’exclusion (UF-SEC) 

 

Dans un premier temps, le surnageant de culture est concentré par ultrafiltration 

(Amicon 100kDa, Partie 8.1.6), permettant de passer de 200mL à moins de 1mL. Ce concentrat 

de surnageant est ensuite déposé sur une colonne de chromatographie d’exclusion IZON qEV. 

Cette colonne permet de séparer les EV en fonction de leur taille et d’éliminer les contaminants 

(Partie 8.1.6). On observe après analyse par Western blot la présence des marqueurs 

d’exosomes : ALIX, mais aussi plus faiblement CD63 (figure 63). Ces marquages permettent 

d’affirmer la présence d’exosomes dans l’échantillon d’EV purifiées.  L’analyse du BMP par 

LC-MS/MS permet de montrer une co-élution du BMP et des marqueurs d’exosomes dans les 

fractions analysées (figure 64).  

 

Figure 63: caractérisation de la présence d'exosomes par western blot dans les fractions de la SEC obtenu à partir 

d’EV sécrétées pendant 48h par les cellules RAW 264.7, marqueurs exosomaux utilisés ALIX, CD63 et CD81.  (Western 

blot ; représentatif de 3 expériences), EV urines = EV urinaires purifiées (contrôle positif), dépôts réalisés à volume 

équivalent : 15µL 
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Figure 64 : quantité de di-oléate BMP (nmol/mg de protéines)quantifié par HPLC-MS/MS des différentes 

fractions d’élution de la SEC (n=3), moyenne +/- sem, EV obtenues par UF-SEC (RAW 264.7) 

 

Cette combinaison de technique UF+ SEC est très intéressante car elle permet de 

concentrer le volume de notre échantillon initial d’au moins 200 fois, et donc de réduire les 

volumes initiaux de surnageant de culture nécessaires à l’analyse ultérieure. Néanmoins dans 

nos conditions opératoires, les marqueurs exosomaux sont répartis sur plusieurs fractions 

diluant au final l’échantillon purifié d’EV. Ainsi au lieu d’avoir un échantillon d’environ 1mL 

avant purification, 6 fractions de 500µL sont obtenues, soit 3mL final, diluant donc trois fois 

l’échantillon et nécessitant de concentrer ultérieurement ces fractions purifiées (partie 8.1.6). 

Toutefois, la co-élution du BMP et des protéines ALIX et CD63 confirme bien la présence de 

BMP dans les exosomes sécrétés par les cellules RAW 264.7. 
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15.3.4 Purification des EV par ultrafiltration-ultracentrifugation (UF-UC) 

 

Cette combinaison de technique UF + UC permet de concentrer l’échantillon comme 

précédemment mais au lieu de faire une séparation par la taille des EV, des ultracentrifugations 

successives sont réalisées comme pour la méthode standard. Ceci permet de ne pas diluer 

l’échantillon contrairement à la SEC mais avec une moindre pureté des EV obtenues (Ayala-

Mar et al., 2019; Jiang et al., 2020).  

La Figure 65 compare les quantités de di-oléate BMP analysé par LC-MS/MS dans les 

cellules RAW264.7 mais aussi au niveau des vésicules extracellulaires après 48h de sécrétion.  

 

 
Figure 65 : comparaison de la quantité de di-oléate BMP exprimé en nmol/mg de protéines (A) dans les cellules 

RAW 264.7 et (B) dans les EV sécrétées apres 48h et purifiées par UF-UC. Moyenne +/- sem, n=3, valeur proteines : 

cellules : 66,430 +/- 22,543 µg; EV : 138,56 +/- 16,58µg.  

 

La figure 66 permet d’observer la présence des marqueur exosomaux ALIX et TSG101 

dans des EV secrétées par des cellules RAW264.7. Cette technique permet de confirmer la 

présence de BMP dans les exosomes secrétés par des macrophages RAW264.7. 
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Figure 66 : caractérisation par western blot de la précense des marqueurs exosomaux ALIX et TSG101 dans des 

EV sécrétées par les cellules RAW 264.7 et purifié par UF-UC,  dépôts réalisés à volume équivalent : 15µL 

 

Pour aller plus loin, cette technique a été utilisée pour réaliser des marquages par 

immunogold et observation par microscopie électronique pour visualiser la colocalisation du 

BMP avec des marqueurs exosomaux. Les marqueurs exosomaux utilisés sont les protéines 

ALIX et CD63, ceci permettant de prouver physiquement la présence de BMP dans les 

exosomes.   

Dans la figure 67, se trouvent les résultats de l’immunogold dirigé contre le BMP et 

CD63. Dans la figure 67 A, il est observé la présence d’EV contenant le BMP. Dans cette 

préparation d’EV, la présence d’exosomes est caractérisée par CD63 (figure 67 B). Les résultats 

du double immunogold sont présentés dans la figure 67 C. On observe une vésicule marquée 

par plusieurs billes de 5nm représentant CD63, et des billes de 15 nm représentant le BMP.  
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Figure 67 : A : immunogold avec l’anticorps anti-BMP (bille de  10nm) ; B : immunogold avec l’anticorps anti-

CD63 (bille de  10nm) ; C : comarquage immunogold avec l’anticorps anti-BMP (bille de  15nm) et avec l’anticorps anti-

CD36 (bille de 5nm), EV sécrétées par les cellules RAW 264.7 et purifiées par UF-UC 

 

La figure 68 A permet la visualisation d’EV contenant le BMP. Dans la figure 68 B, le 

marquage est dirigé contre ALIX, permettant d’observer la présence d’exosomes. Les résultats 

du double immunogold sont présentés dans la figure 68 C. On observe une vésicule marquée 

par plusieurs billes de 5nm représentant ALIX, et des billes de 15 nm représentant le BMP. 

 

 
Figure 68 : A : immunogold avec l’anticorps anti-BMP (bille de  10nm) ; B : immunogold avec l’anticorps anti-

ALIX (bille de  10nm) ; C : comarquage immunogold avec l’anticorps anti-BMP (bille de  15nm) et avec l’anticorps anti-

ALIX (bille de 5nm), EV sécrétées par les cellules RAW 264.7 et purifiées par UF-UC 

 

Enfin le nombre total et la distribution de taille des vésicules ont été analysés par NTA 

avec le NanoSight NS300. Le nombre total d’EV sécrétées par 106 cellules a été estimé dans 

nos conditions de sécrétion à 42.9 x 106 (moyenne de 2 expériences différentes). L’analyse de 

la distribution de taille montre que 90% des vésicules ont un diamètre inférieur à 217,9 nm alors 

que 50% et 10% ont un diamètre inférieur à 131,8 et 96,3 nm, respectivement. Ceci indique que 

la taille des EV isolées par UF+UC correspond bien aux valeurs attendues pour des EV (Pegtel 
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& Gould, 2019; Théry et al., 2018) et est assez similaire à celle obtenue par UC  (voir plus 

haut). 

Tous ces résultats permettent d’affirmer la présence de BMP dans les exosomes secrétés 

par les cellules RAW 264.7. 

 

Conclusion 

 

Le BMP est bien présent dans des exosomes sécrétés par des cellules RAW 264.7. En 

effet, l’utilisation de différentes techniques d’isolement des EV a permis d’observer par 

association la présence de BMP dans des préparations d’EV contenant des exosomes. La 

microscopie électronique a permis de confirmer la colocalisation de BMP avec des marqueurs 

d’exosomes dans des EV sécrétées par les RAW 264.7. 

Lors d’études préliminaires, nous avons observé une diminution de la quantité de BMP 

sécrétée après 72h de sécrétion. Cette diminution était associée à une quantité 10 fois plus plus 

importante de protéines sécrétées à 72 h par rapport à 48h (données non montrées). De plus, le 

marquage immunologique (western blot) des marqueurs exosomaux ALIX et TSG101 était lui 

aussi diminué après 72h de sécrétion par rapport à 48h (pour des quantités de protéines 

analysées similaires).  Ceci suggèrerait donc la possible diminution de sécrétion des exosomes 

enrichis en BMP au cours du temps. 

Le tableau 37 compare les quantités de di-oléate BMP retrouvé dans les EV purifiées à 

la suite des différentes techniques pour un même volume théorique (200 ml) de surnageant de 

culture des RAW 264.7. L’UC seule n’est pas présentée car elle a été utilisée principalement 

pour les études préliminaires et en nombre limité (voir Figure 48). L’UF-SEC permet le 

meilleur rendement en récupérant environ 140 pmol de di-oléate BMP alors que l’UF-UC ne 

permet de récupérer qu’environ 18% (25 pmol) et l’UC-G que 5% (7,45 pmol).  Néanmoins, 

ces rendements totaux sont à relativiser si on considère les concentrations nécessaires pour les 

analyses ultérieures et la pureté des vésicules extracellulaires. En effet, l’UF-UC permet 

d’obtenir des EV est issues d’un seul culot final et en concentration suffisante pour les analyses 

protéiques et lipidiques ultérieures. Par contre pour l’UF-SEC, l’élution du BMP est répartie 

dans 6 fractions nécessitant leur concentration ultérieure pour analyser leur composition et leur 
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pureté.  Enfin on constate que l’UC-G est la technique avec le plus faible rendement mais 

permettant de récupérer des EV plus pures que par UF-UC. 

Au vu de ces résultats et des critères d’analyse, nous avons décidé d’utiliser l’UF-UC, 

méthode la plus rapide et la moins couteuse tout en ayant un rendement plutôt satisfaisant.  

Tableau 37 : tableau comparatif de la quantité de di-oléate BMP récolté en fonction du volume de surnageant de 

culture, moyenne +/- sem ; UF-UC : n=6, UF-SEC : n=3, UC-G : n=3 

 
 

15.4 Isomérie du BMP intracellulaire et extracellulaire  

 

Le BMP dans les conditions physiologiques, c’est-à-dire au pH acide des 

endolysosomes, a ses acides gras estérifiés en position sn-2 et sn-2’ (ou ββ’) (figure 69 A).  

 
Figure 69 : structure des différents isomères du BMP ; A: sn-2:sn-2’ BMP, B: sn-3:sn-2’ BMP, C: sn-2:sn-3’ 

BMP; D: sn-3:sn-3’ BMP 

 

Néanmoins, les chromatogrammes après analyse par HPLC-MS/MS montrent 3 pics 

correspondant aux 3 isoformes de BMP (figures 70 et 71). Grâce à l’utilisation d’un standard 

commercial ayant principalement ses acides gras en position sn-3, sn-3’ (ou αα’), avec toutefois 

techniques utilisées

di-oléate BMP en pmol (EV) 24,62 ± 4,87 141,59 ± 13,76 7,45 ± 1,36

volume de surnageant de culture de départ (mL)

BMP en pmol/mL de surnageant 0,12 ± 0,024 0,71 ± 0,07 0,04 ± 0,01

200 200 200

UF-UC UF-SEC UC-G
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30% d’isomères de position (référence Avanti Polar Lipids 857131P), nous pouvons repérer les 

3 isomères de BMP éluant successivement de la colonne en phase inverse C18 (partie 9.3.1) : 

sn-2:sn-2’, puis les isomères sn-2:sn-3’ / sn-3:sn-2’ qui co-éluent et sn-3:sn-3’ (Figure 70 et 

71).  

  
Figure 70: chromatogramme de l’espèce di-myristate BMP (étalon interne dans l’analyse du BMP)(HPLC-

MS/MS) 

 
Figure 71 : chromatogramme de l’espéce di-DHA BMP dans les cellules RAW 264.7(HPLC-MS/MS) 

Lors de l’analyse du BMP intracellulaire (macrophages RAW 264.7, fibroblastes) et 

dans les EV de macrophages RAW et d’urine, on observe une modification de l’isomérie du 

BMP (figure 72). Dans les cellules, le BMP est majoritairement en position sn-2:sn-2’. Par 
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contre dans les EV sécrétées par les cellules RAW, il est principalement en position sn-3 :sn-

3’. De plus dans les urines, le BMP est majoritairement en position sn-2:sn-2’, sn-2 :sn-3’/ sn-

3 :sn-2’. Cette différence d’isomérie pourrait être due à une modification du pH de 

l’environnement du BMP. En effet, les travaux non publiés du Dr Peter Greimel (institut 

RIKEN, communication personnelle) montrent le réarrangement spontané des acides gras du 

BMP en fonction du pH dans un milieu méthanolique. A un pH acide, le BMP garde ses acides 

gras en position sn-2:sn-2’, mais à un pH neutre, il y a un réarrangement spontané des acides 

gras en position sn-3:sn-3’ qui est thermodynamiquement plus stable.  

 
Figure 72 : % isomérie du BMP en fonction de l’échantillon ; urine : isomérie du di-DHA BMP n=42 ; EV urine : 

isomérie du di-DHA BMP n = 6. EV RAW 264.7 : isomérie du di-oléate BMP n= 6 ; cellule RAW 264.7 : isomérie du di-

oléate BMP n=6 ; Fibroblaste : isomérie du di-DHA BMP n=6., EV RAW 264.7 obtenu par UF-UC, EV urine obtenu par 

UC-DTT, analyse du BMP par HPLC-MS/MS 

Ce changement d’isomérie en fonction du pH permettrait donc d’indiquer la position du 

BMP dans les feuillets des membranes biologiques des EV, des ILV mais aussi des 

endolysosomes. Le lumen des endolysosomes a un pH acide alors que le pH du lumen des ILV 

lors de leur formation est neutre car elles contiennent du cytosol (Gruenberg, 2020). Le BMP 

intracellulaire étant en sn-2:sn-2’, il se trouverait au niveau du feuillet interne de la membrane 

limitante des endolysosomes et au niveau des feuillets externes des ILV comme suggéré par les 

travaux de Kobayashi et al (Gruenberg, 2020; Kobayashi et al., 1999). De plus, lors du 

processus de back fusion dans les endolysosomes (Falguières et al., 2009; Gruenberg, 2020; Le 

Blanc et al., 2005), le BMP se retrouverait au niveau du feuillet externe de la membrane 

limitante des endolysosomes, permettant ainsi de comprendre la présence des isomères de BMP 

sn-2:sn-3’/ sn-3:sn-2’ et sn-3:sn-3’ dans les chromatogrammes (figures 70 et 71) . Toutefois, 
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nous ne pouvons ignorer la possibilité de migration des chaines acyles lors de l’extraction et/ou 

l’analyse du BMP comme démontré par Kobayashi et al (Kobayashi et al., 2002), ainsi que la 

permeabilité des membranes aux protons qui pourrait donc modifier en fonction du temps le 

pH interne des ILV et des exosomes (Bebelman et al. 2020). 

Dans les EV, on constate une différence d’isomérie du BMP en fonction du type 

d’échantillon et vraisemblablement en lien avec le pH de l’échantillon. Dans les EV isolées des 

surnageants de culture cellulaire qui ont un pH neutre, on observe majoritairement l’isomère 

sn-3:sn-3’ du BMP ce qui est attendu pour un milieu neutre. Par contre, les EV isolées des 

urines qui ont un pH plutôt acide compris entre 4,5 et 6,5, présentent une isomérie du BMP 

différente : sn-2:sn-2’, sn-2:sn-3’/ sn-3:sn-2’.  

Ces données suggèrent donc que dans les EV/ exosomes, le BMP serait plutôt sur le 

feuillet externe de leur membrane puisque sensible aux variations du pH du milieu (figure 73).  

 
Figure 73 : localisation membranaire du BMP au niveau des vésicules intraluminales (intracellulaire) et des EV 

(extracellulaire) 
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Conclusion générale  

 

Nous avons pu montrer pour la première fois la présence physique de BMP dans les 

exosomes de différents modèles : 

-dans des exosomes isolés d’urine humaine (Rabia et al., 2020) 

-dans des exosomes sécrétés par les cellules rénales HEK 293 (Rabia et al., 2020) 

-dans des exosomes sécrétés par les macrophages RAW 264.7 

Nous ne pouvons néanmoins pas conclure quant à la proportion d’exosomes contenant 

du BMP et si le BMP sécrété est présent exclusivement dans les exosomes. En effet, il pourrait 

être véhiculé par d’autres modes de transport (Grabner et al., 2019; Meikle et al., 2008). 

Toutefois, le BMP étant localisé uniquement dans les endolysosomes, il serait un très bon 

marqueur lipidique pour la caractérisation des exosomes. En effet, les marqueurs protéiques 

utilisés actuellement se retrouvent dans d’autres compartiments que dans les endosomes (Pegtel 

& Gould, 2019), le BMP serait donc un choix plus pertinent. Pour finaliser la caractérisation du 

BMP comme marqueur lipidique des exosomes, il faut donc poursuivre sa détection dans des 

exosomes sécrétés par d’autres types cellulaires.  

Lors des études préliminaires des vésicules extracellulaires sécrétées par les RAW 

264.7, la diminution de la quantité de BMP sécrété et des marqueurs exosomaux ALIX et 

TSG101 était observée après 72h par rapport à 48h de sécrétion suggérant donc une diminution 

de la sécrétion d’exosomes contenant du BMP. Néanmoins, la quantité totale de protéines 

sécrétées pendant 72h était beaucoup plus importante que celle à 48h (données non montrées). 

Si la quantité de protéines de préparations d’EV purifiées reflète bien la quantité de vésicules 

présentes, il y aurait en fonction du temps une augmentation de la sécrétion de vésicules 

extracellulaires de composition différente, avec en particulier des exosomes sans le BMP, ALIX 

et TSG101. Les exosomes sont des vésicules hétérogènes  (Pegtel & Gould, 2019; Théry et al., 

2018; van Niel et al., 2018).  La diminution du BMP, ALIX et TSG101 suggèrerait la mise en 

jeu de mécanismes différents en fonction du temps de sécrétion des exosomes. En effet, ils sont 

tous les 3 partenaires avec le complexe ESCRT dans la vésiculisation des endolysosomes pour 

la formation des ILV (Gruenberg, 2020; Huotari & Helenius, 2011; Scott et al., 2014). De plus, 

la diminution de sécrétion du BMP est parallèle d’une augmentation de la quantité de son 

Cette thèse est accessible à l'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2021LYSEI098/these.pdf 
© [M. Rabia], [2021], INSA Lyon, tous droits réservés



198 

 

contenu intracellulaire après 72h de sécrétion qui pourrait être liée à une modification des flux 

métaboliques au niveau de ls endolysosomes. En effet, l’augmentation du BMP intracellulaire 

serait associée dans ce cas à l’augmentation de l’autophagie lié au manque de nutriments en 

milieu conditionné (Grabner et al., 2020; Ilnytska, Lai, et al., 2021; Miranda et al., 2018). Il est 

possible que la diminution du BMP, ALIX et TSG101 dans les exosomes soit due à une 

diminution de la voie de sécrétion de cette population d’exosomes dépendante du complexe 

ESCRT au profit d’une augmentation du flux autophagique et de la fusion 

autophagosome/lysosome. Il faut donc poursuivre les études sur le manque de nutriment, 

l’augmentation du BMP intracellulaire et la sécrétion du BMP pour mieux comprendre les 

mécanismes mis en jeu.  

Enfin, grâce à la HPLC-MS/MS, nous avons pu étudier les différentes isoméries du 

BMP. L’isomère sn-2:sn-2’ est l’isomère qui permet la fusion membranaire (Matsuo et al., 

2004). Nous avons pu confirmer que dans les cellules de macrophages et de fibroblastes, le 

BMP est en majorité sous la forme sn-2:sn-2’. Cette forme est conservée grâce au pH acide des 

compartiments endolysosomaux. Lors de l’analyse du BMP extracellulaire, on observe une 

modification de l’isomérie du BMP qui semble dépendante du pH du milieu extracellulaire. 

Dans les urines qui ont un pH faiblement acide, le BMP conserve sa forme sn-2:sn-2’. Mais 

dans les EV purifiées de ces urines, le BMP est majoritairement sous forme sn-2:sn-3’, sn-3:sn-

2’. Ce changement d’isomérie pourrait être dû à la technique d’isolement des vésicules qui sont 

stockées après purification dans du PBS à pH neutre. Dans les EV sécrétées par les macrophages 

RAW, le BMP est majoritairement sous forme sn-3:sn-3’ car les vésicules se trouvent dès le 

départ dans le surnageant de culture qui est à un pH neutre. Cette différence d’isomérie 

dépendante du pH donnerait des indications sur la localisation du BMP dans les feuillets 

membranaires des ILV et EV qui est encore largement inconnue. En effet en contact avec un 

milieu acide, le BMP sera sous forme sn-2:sn-2’, alors qu’à un pH neutre ou basique, il sera 

sous forme sn-3:sn-3’. Dans les endolysosomes, le BMP se trouve majoritairement au niveau 

des feuillets externes des ILV (Kobayashi et al., 1998). Donc il est normal de le trouver en 

position sn-2:sn-2’ puisqu’en contact avec un pH acide. Pour les vésicules extracellulaires du 

moins au temps précoce de leur formation (Gruenberg, 2020; Falguières et al., 2009), il se 

trouverait aussi sur le feuillet externe. Le BMP étant présent uniquement dans les 

endolysosomes, il permettrait donc de prouver l’origine endosomale des vésicules 

extracellulaires et donc de les caractériser en tant qu’exosomes. Il faut néanmoins poursuivre 
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des études sur la localisation exacte du BMP dans les feuillets membranaires des 

endolysosomes, ILV et EV. En effet, il permettrait peut-être aussi la sortie des vésicules 

extracellulaires (Subra et al., 2007).  

 

Chapitre 16 : Implication du BMP dans la régulation du trafic 

endosomal des lipides 

 

Introduction 

 

Le BMP est impliqué dans l’homéostasie lipidique cellulaire. D’une part, il participe au 

catabolisme lipidique en stimulant l’activité de certaines hydrolases (voir partie 5.5.3) (Abe & 

Shayman, 2009; Hullin-Matsuda et al., 2009; Linke, Wilkening, Lansmann, et al., 2001; Linke, 

Wilkening, Sadeghlar, et al., 2001). De plus, il participe au trafic lipidique cellulaire. Il participe 

à la sortie du cholestérol des endosomes tardifs via l’association avec différents partenaires 

protéiques, comme les protéines NPC2 (McCauliff et al., 2019) et ORP11(Arnal-Levron et al., 

2019) par exemple. Il jouerait aussi un rôle dans la sécrétion exosomale (Subra et al., 2007). 

Enfin, il jouerait aussi un rôle d’antioxydant. La coopération avec la protéine ORP11 

permettrait de limiter l’apoptose liée à un excès d’oxystérols (Arnal-Levron et al., 2019). Son 

enrichissement en acides gras polyinsaturés dont le DHA, participerait aussi à ce rôle 

d’antioxydant (Bouvier et al., 2009). 

Le BMP joue un rôle dans la perméabilité endolysosomale. En condition physiologique, 

le BMP se trouve dans un milieu acide (endolysosomes), sous la forme sn-2:sn-2’ (Tan et al., 

2012). Cette forme lui permet de jouer son rôle de fluidifiant des membranes et d’aider à la 

formation de vésicules (Matsuo et al., 2004), et donc d’augmenter la perméabilité 

endolysosomal (Carrière et al., 2020; Matsuo et al., 2004). Lors d’une alcalinisation du pH 

endolysosomal,  le BMP se retrouve sous la forme sn-3:sn-3’ (Carrière et al., 2020), qui ne lui 

permet plus de jouer son rôle de fluidifiant des membranes (Matsuo et al., 2004). Dans 

beaucoup de LSD (génétiques ou médicamenteuses) le BMP se retrouve augmenté (Hullin-

Matsuda et al., 2009; Meikle et al., 2008). Cette augmentation peut être bénéfique comme 

délétère. En effet si la LSD n’entraine pas une modification du pH endosomal, le BMP se trouve 
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sous la forme sn-2:sn-2’, il jouera donc son rôle de fluidifiant des membranes. Dans ce cas-ci 

l’augmentation du BMP cellulaire, pourrait être bénéfique en participant au dégorgement des 

endolysosomes. Mais si la LSD entraine une alcalinisation du pH endolysosomal, 

l’augmentation du BMP serait délétère. En effet il se trouverait sous la forme sn-3:sn-3’, et 

perdrait ses propriétés fusogéniques. Ceci entrainerait une diminution de la perméabilité 

endolysosomale, dans ce cas le BMP pourrait participer à l’engorgement des endolysosomes. 

Néanmoins dans le cas des infections virales la forme sn-3:sn-3’ serait bénéfique, car elle 

limiterait la propagation virale, en séquestrant les virus dans les compartiments 

endolysosomaux (Carrière et al., 2020; Luquain-Costaz et al., 2020).  

Au vu de ces données nous avons étudié le rôle du BMP dans le dégorgement endosomal 

via les exosomes. Pour cela, nous avons utilisé différents modèles cellulaires et méthodes de 

stimulation : les macrophages RAW 264.7, comme modèles cellulaires de surcharge en 

cholestérol en lien avec les dyslipidémies d’origine alimentaire et des perturbations 

endosomales médicamenteuses ou phospholipidoses; des fibroblastes de sujet sains ou de 

patients atteints de NPC, comme modèles cellulaires de surcharge lysosomale en cholestérol 

d’origine génétique. 

  

16.1 Etudes préliminaires des conditions de sécrétion des EV par les macrophages 

   

Dans un premier temps, nous avons étudié le lien entre le BMP, le cholestérol et les 

exosomes sécrétés par les macrophages RAW 264.7 (voir Chapitre15.4). Ces cellules ont été 

très utilisées au laboratoire pour préciser le rôle du BMP dans le trafic intracellulaire du 

cholestérol  (Arnal-Levron et al., 2013, 2019; Bouvier et al., 2009; Delton-Vandenbroucke et 

al., 2007; Luquain-Costaz et al., 2013)  

 

 

 

 

 

Cette thèse est accessible à l'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2021LYSEI098/these.pdf 
© [M. Rabia], [2021], INSA Lyon, tous droits réservés



201 

 

16.1.1 Taux de BMP et cinétique de sécrétion des EV contenant du BMP  
 

Les cellules RAW ont été mises à secréter pendant 48 ou 72h comme indiqué dans le 

Chapitre 15.4 et dans le matériel et Méthodes. Au préalable, 1 groupe pour chaque temps de 

sécrétion a été traité pendant 24h avec 30µM di-oléate PG, permettant ainsi d’augmenter la 

quantité de BMP intracellulaire (Arnal-Levron et al., 2013, 2019; Bouvier et al., 2009; Luquain-

Costaz et al., 2013). L’étude de la mortalité cellulaire ne montre aucune différence entre les 

contrôles quelque soit le temps de sécrétion (figure 74). On observe néanmoins une mortalité 

légèrement plus forte pour les cellules traitées par le PG. 

 
 

Figure 74 : viabilité cellulaire (RAW 264.7) : A :compte cellulaire (106 cellules/ t150) moyenne +/- sem, n=3 ; B : 

mortalité cellulaire (% de cellules mortes) moyenne +/- sem, n=3 

 

Le contenu en di-oléate BMP l’espèce majoritaire des cellules RAW 264.7, a été analysé 

par LC-MS/MS dans les cellules et dans les vésicules sécrétées isolées par UC (partie 8.1.3). 

Comme attendu, on constate au niveau cellulaire une augmentation de la quantité de di-oléate 

BMP pour les cellules traitées par le di-oléate PG après 48h et 72h de sécrétion (figure 75 A). 

Cette augmentation plus faible par rapport aux résultats antérieures de l’équipe (i.e, doublement 

de la quantité de BMP) pourrait s’expliquer par le fait que la concentration intracellulaire du 

BMP a été analysée après 48h et 72h de sécrétion, en milieu conditionné sans EV, différent du 

milieu de croissance standard contenant 10% de sérum de veau fœtal (partie 7.2). Dans la figure 

75 B, on observe un doublement de la quantité de di-oléate BMP dans les EV sécrétées par les 

cellules traitées par le PG par rapport aux EV des cellules contrôles aux 2 temps de sécrétion. 

De plus, la quantité de di-oléate BMP est plus importante dans les EV sécrétées au bout de 48h 

par rapport à 72h de sécrétion. Donc l’utilisation du di-oléate PG permet bien d’augmenter la 
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quantité de di-oléate BMP intracellulaire mais aussi la quantité de di-oléate BMP présente dans 

les EV.  

 

 
Figure 75 : A : quantité de di-oléate BMP intracellulaire (HPLC-MS/MS) ; B : quantité de di-oléate BMP dans 

les EV (HPLC-MS/MS) ; en nmol/mg de protéines moyenne, n=1, EV obtenu par UC,  

 

La caractérisation des EV comme des exosomes a été faite par Western blot en analysant 

leur contenu en marqueurs exosomaux ALIX et TSG101 (Figure 76). L’enrichissement des 2 

marqueurs est bien observé pour les EV par rapport aux cellules, en particulier après 48h de 

sécrétion.  

 
Figure 76 : caractérisation de la présence d’exosome par western blot, marqueur utilisés ALIX et TSG101, dépots 

réalisés à protéine égale, EV obtenu par UC sécrétées par des cellules RAW 264.7 
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Ces premiers résultats montrent donc une augmentation du BMP dans les exosomes 

sécrétés par les cellules RAW suite à l’augmentation du BMP intracellulaire après 24h 

d’incubation des cellules avec son précurseur PG.  

16.1.2 Taux de BMP et sécrétion du cholestérol associé aux EV 

 

Le cholestérol a été analysé par GC-MS au niveau intra- et extracellulaire après 48h et 

72h de sécrétion des cellules RAW incubées ou non avec 30 µM de di-oléate PG. Après 48h de 

sécrétion, une diminution (environ 28%) du cholestérol intracellulaire est observée dans les 

cellules incubées avec le PG par rapport aux cellules contrôles (figure 77 A), alors qu’en 

parallèle, on constate une augmentation (environ 28%) du cholestérol dans les EV sécrétées par 

les cellules incubées avec le PG, par rapport aux EV sécrétées par les cellules contrôles (figure 

77 B). Par contre, la diminution du cholestérol intracellulaire n’est pas observée après 72h de 

sécrétion dans les cellules traitées avec le PG, par rapport aux cellules contrôles (figure 77 A), 

alors qu’on constate une augmentation plus faible de la quantité de cholestérol dans les EV 

sécrétées par les cellules traitées par le PG (figure 77 B). Ces résultats suggèrent donc qu’il y 

aurait un lien entre la sécrétion du cholestérol associé aux EV et l’augmentation de la quantité 

de BMP intracellulaire.  

 
Figure 77 :  A : quantité de cholestérol intracellulaire : B :quantité de cholesétrol dans les EV ; en µg/mg de 

protéines valeur moyenne, n=1, EV obtenu par UC sécrétées par les  cellules RAW 264.7, analyse par HPLC-MS/MS 

 

Pour vérifier si le BMP et le cholestérol sont présents dans les mêmes exosomes, un 

gradient de sucrose a été réalisé sur les EV isolées par UC après 48h de sécrétion des 

macrophages RAW contrôles. Le gradient de sucrose permet de séparer les EV en fonction de 

leur densité. Le contenu en BMP et cholestérol de chaque fraction a été analysé après extraction 

lipidique par MS (chapitre 9). Le cholestérol et le BMP co-éluent majoritairement dans la 
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fraction 5 (moins dense, correspondant à la densité attendue pour des exosomes 1,12-1,19 

g/mL ; (Colombo et al., 2014)) et en moins grande quantité dans la fraction 8 (plus dense). 

L’hétérogénéité des sous-populations d’EV et leur séparation en fonction de leur densité a déjà 

été décrite (Willms et al., 2016) (figure 78 A).  

L’analyse par Western blot des marqueurs exosomaux confirme la présence d’ALIX et 

TSG101 dans la fraction 5 du gradient (figure 78 B), alors que la fraction 8 n’est positive que 

pour ALIX. Ces résultats suggèrent donc que les 2 sous populations d’EV pourraient être des 

exosomes de densité différente en fonction de leur taille, de leur composition lipidique et 

protéique nécessitant d’autres analyses comme nous le verrons dans les parties suivantes. 

Toutefois, l’ensemble de ces résultats montre bien la présence du BMP et du cholestérol dans 

les exosomes sécrétés par les macrophages RAW 264.7. 

 
Figure 78: A : quantité de di-oléate BMP (pmol) (HPLC-MS/MS) et cholestérol (µg) (GC-FID) lors de la 

purification d’EV par gradient de sucrose; B : caractérisation de la présence d’exosomes par western blot, marqueurs 

utilisés ALIX et TSG101 n=1, dépôts réalisés à protéines équivalentes : 15µg, EV obtenu par UC-G sécrétées par des cellules 

RAW 264.7 

 

Afin de compléter leur caractérisation, la composition lipidique globale des EV isolées 

par UC a été analysée par HPTLC après extraction lipidique (partie 9.2). Les lipides des EV ont 

été séparés par migration sur HPTLC en utilisant 2 systèmes successifs de solvants (partie 9.2). 

La figure 79 montre que les EV sécrétées pendant 48h et 72h par les cellules RAW contiennent 
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bien du cholestérol libre, mais pas d’ester de cholestérol, ni de triglycéride. L’absence d’ester 

de cholestérol et de triglycéride dans les EV isolées des milieux de culture conditionnés est 

d’ailleurs considérée comme un critère de pureté et d’absence de contamination par des 

lipoprotéines ou des goutelettes lipidiques (Skotland et al., 2017). De plus, on note aussi 

principalement la présence de PC, PE et SM. Toutefois, la limite de détection et /ou de 

séparation de cette technique ne nous a pas permis de visualiser les spots correspondant aux 

BMP et PG. De plus, cette analyse qualitative ne permet pas une évaluation quantitative de ces 

différents lipides qui sera faite ultérieurement par MS (voir chapitres suivants).   

 
Figure 79: Analyse par HPTLC des lipides des EV sécrétées pendant 48h et 72h par les macrophages RAW 

contrôles (Cont) ou incubés pendant 24h avec 30µM de PG (PG) . A : détection des lipides par la primuline à 365nm ; B : 

détection des stérols par un mélange de FeCl3 :H2SO4 :CH3COOH, chauffé pendant 5min à 100°C 

 

Tous ces résultats montrent donc pour la 1ere fois dans les macrophages RAW qu’il y 

aurait un lien entre leur contenu intracellulaire en BMP et la sécrétion du cholestérol via les 

exosomes contenant du BMP. Grâce au gradient de sucrose, nous montrons aussi la co-élution 

du BMP et du cholestérol, principalement dans une sous-population d’EV ayant une densité 

compatible avec celle classiquement décrite pour les exosomes (i.e d= 1.12-1.19g/ml), mais 

aussi dans une sous-population d’exosomes plus denses. La co-élution du BMP et du 

cholestérol suggère qu’ils sont présents dans les mêmes vésicules. Néanmoins, la visualisation 

de leur co-localisation dans les mêmes vésicules nécessiterait d’effectuer un comarquage 
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immunogold avec l’anticorps anti-BMP et la sonde domaine D4 de la perfringolysin O qui 

reconnait spécifiquement le cholestérol (Möbius et al., 2002).  

 

16.2 Effet du dysfonctionnement endo-lysosomal induit par des médicaments 

lysomotropiques (CAD) sur la sécrétion des EV par les macrophages RAW 264.7  

 

Nous avons vu dans le chapitre 13 et la partie 14.4.1, que le traitement par l’anti-

arythmique Amiodarone, un médicament cationique amphiphile ou CAD, entrainait une 

modification du compartiment endo-lysosomal avec une augmentation du BMP intracellulaire 

et une sécrétion accrue du BMP extracellulaire associé ou non aux exosomes in vivo (Baronas 

et al., 2007; Mesens et al., 2012; Rabia et al., 2020; K. L. Thompson et al., 2012) ou in vitro 

dans des cellules en culture (Piccoli et al., 2011; Rabia et al., 2020).  Afin de préciser le rôle du 

BMP dans la sécrétion des exosomes au cours des phospholipidoses médicamenteuses, nous 

avons utilisé 2 types de CAD : l’amiodarone et la chloroquine connues pour induire des 

surcharges lysosomales, en particulier dans les macrophages riches en endo-lysosomes 

(Morissette et al., 2009; Stadler et al., 2008; Tengstrand et al., 2010).  Des cellules RAW264.7 

ont été mises à sécréter pendant 48h en présence d’amiodarone ou de chloroquine (5 µM) après 

avoir été pré-incubées 24h avec ces composés (voir Matériel et Méthodes pour les protocoles 

expérimentaux). Les EV ont ensuite été purifiées par UF-UC, puis caractérisées par la présence 

des marqueurs protéiques exosomaux analysés par Western blot et par leur taille et nombre 

analysés par NTA. Les différents lipides des cellules et des EV (BMP, cholestérol et autres 

phospholipides) ont été analysés par MS. 

Pour plus de clarté, les résultats portant sur les espèces moléculaires du BMP et des 

différents phospholipides sont représentés de deux façons :  

-sous forme de tableau, où sont regroupés tous les résultats détaillés de chaque espèce 

moléculaire d’un lipide en fonction des différents traitements. 

-sous forme d’histogramme, où sont schématisées uniquement les espèces moléculaires 

d’un lipide qui varient de façon significative en fonction des différents traitements.  
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Enfin, un code représentatif du traitement est utilisé pour représenter la significativité 

des analyses statistiques pour une valeur de p <0.05 en comparant 2 moyennes par test T de 

Student :  

-a : la valeur de l’espèce moléculaire est significativement différente entre le groupe 

contrôle et le groupe amiodarone. 

-b: la valeur de l’espèce moléculaire est significativement différente entre le groupe 

contrôle et le groupe chloroquine. 

-c: la valeur de l’espèce moléculaire est significativement différente entre le groupe 

chloroquine et le groupe amiodarone. 

 

16.2.1 Caractérisation des exosomes sécrétés par les macrophages RAW 264.7 traités par des 

CAD 

 

La figure 80 est un western blot représentatif de 3 expériences indépendantes. Les 

marqueurs exosomaux ALIX et TSG101 sont présents dans les 3 préparations d’EV quel que 

soit le traitement, confirmant donc la sécrétion d’exosomes dans nos conditions expérimentales 

et leur purification par notre méthode d’isolement. 

 
Figure 80 : caractérisation de la présence d’exosomes par western blot, marqueurs utilisés ALIX , TSG101 et 

CD81 . n=3, 1 western blot représentative, dépôts réalisés à volume égales v=15µL, EV obtenu par UF-UC sécrétées par des 

cellules RAW 264.7. 
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Le nombre total d’EV sécrétées par 106 cellules est plus fortement augmenté pour les 

cellules traitées par l’amiodarone (263.5 x 106) que pour celles traitées par la chloroquine (72.2 

x 106) par rapport aux cellules contrôles (44.3 x 106) (tableau 38). En parallèle, nous notons une 

augmentation significative des protéines des EV sécrétées par 106 cellules après traitement par 

l’amiodarone, qui n’est pas observée avec la chloroquine (tableau 38). De façon intéressante, 

le diamètre moyen des vésicules est assez similaire quel que soit le traitement (de 123 à 145 

nm) et compatible avec le diamètre attendu pour des exosomes. De plus, l’analyse de la 

distribution de taille montre que 50% des EV isolées ont un diamètre inférieur à 134 nm quel 

que soit le traitement. Toutefois, on note que la sub-population des vésicules les plus grosses 

ont un diamètre légèrement plus élevé pour les cellules traitées par les CAD (211~215 nm) par 

rapport aux contrôles (166 nm). L’ensemble de ces résultats suggère donc que les CAD 

stimulent la sécrétion des EV (en nombre de vésicules pour les 2 CAD et aussi en protéines 

pour l’amiodarone) sans modifier drastiquement leur taille.  

Tableau 38 : Caractéristiques des EV sécrétées par les macrophages RAW 264.7 traités par l’amiodarone  (Amio) 

et la chloroquine (CQ)  (5uM , 48h de sécrétion) – les protéines  des EV ont été dosées par la méthode de Bradford . Le 

nombre, diamètre et distribution de taille des vésicules ont été analysés par NTA et représentent les moyennes ± sem de 3 

expériences ou ± écart moyen de 2 expériences (#), * p<0,05. D10, D50 et D90 indiquent que 10%, 50% et 90% des EV ont 

un diamètre (nm) inférieur à la moyenne indiquée. 
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16.2.2 Variation de la composition lipidique des macrophages RAW 264.7 et des EV sécrétées 

après traitement par les CAD 

 

Nous avons ensuite analysé les modifications lipidiques induites par les CAD dans les 

cellules RAW et leur effet sur la sécrétion des exosomes afin de corréler les taux de chaque 

lipide dans les exosomes et dans les cellules après 48h de sécrétion. Toutefois, la quantification 

par MS de la plupart des lipides (hormis le BMP) n’utilisant pas des standards internes deutérés 

pour chaque espèce moléculaire de lipide ne nous permet pas de comparer les quantités de 

lipides entre elles (chapitres 9.3.1, 9.3.2, 9.3.3). Les résultats sont donc exprimés en unités 

arbitraires (AU) corrigés par le standard interne et la quantité de protéines ou le nombre de 

cellules de l’échantillon. Nous nous sommes particulièrement intéressés aux lipides dont le 

métabolisme est modifié par les surcharges endolysosomales et /ou semblent impliqués dans la 

sécrétion exosomale (BMP, cholestérol, céramides). 

 

16.2.2.1 Effet sur le contenu et la composition du BMP 

 

Dans le tableau ci-dessous (tableau 39) sont regroupées les espèces moléculaires du 

BMP quantifiées par LC-MS /MS dans les cellules RAW. Cette étude détaillée permet 

d’observer que les 2 types de CAD n’ont pas le même effet sur la quantité et la composition en 

BMP. En effet, la quantité totale de BMP est augmentée (avec une valeur de p proche de la 

significativité =0.054) dans les cellules traitées par la chloroquine par rapport aux cellules 

contrôles, alors qu’elle est diminuée dans les cellules traitées par l’amiodarone.  Ainsi, la 

plupart des espèces du BMP sont augmentées significativement pour les cellules traitées à la 

chloroquine par rapport aux cellules contrôles alors qu’elles sont diminuées dans les cellules 

sous amiodarone. En particulier, les espèces saturées di-palmitique et di-stéarique PP- et SS-

BMP sont augmentées significativement pour les cellules sous chloroquine par rapport aux 

cellules contrôles (Figure 81). De plus, Les espèces PL-, LL-, SS-, OEE-, OE-BMP sont 

augmentées significativement pour les cellules traitées à la chloroquine par rapport aux cellules 

sous amiodarone  
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Tableau 39 : quantification des espèces moléculaires du BMP en nmol/mg de protéines, moyenne +/- sem (un 

tableau se trouve en annexe pour la correspondance des acide gras), cellule RAW 264.7, analyse par HPLC-MS/MS 

 
 

 

 
Figure 81 : Différence signficative des espéces moléculaires du BMP analysées entre les différents traitements 

p<0.05, moyenne +/- sem, n=3, analyse par HPLC-MS/MS, cellule RAW 264.7 

Le di-oléate-BMP, l’espèce majoritaire des macrophages RAW, varie aussi 

différemment selon le type de CAD: diminuant avec l’amiodarone et augmentant avec la 

chloroquine, mais ces variations ne sont pas statistiquement significatives. Toutefois, il est 

intéressant de noter qu’avec les 2 CAD, la proportion de di-oléate-BMP diminue légèrement 

représentant en moyenne 44 mole% des espèces moléculaires du BMP alors qu’il représente 47 

mole% de celles des cellules contrôles.  

De plus, on observe une diminution significative de la proportion des espèces 

polyinsaturées (contenant plus de 2 doubles liaisons) représentant en moyenne 27.7 et 24.1 
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mole% des espèces moléculaires du BMP dans les cellules traitées par l’amiodarone et la 

chloroquine, respectivement par rapport aux cellules contrôles dans lesquelles elles représentent 

33.9 mole%. Parmi celles-ci, l’espèce oléate, docosahexaenoate OD-BMP qui représente 11,4 

mole% des espèces du BMP dans les cellules contrôles, diminue significativement à 7,2 et 4,7 

mole% dans les cellules traitées par l’amiodarone et la chloroquine, respectivement.   

L’ensemble de ces variations de la quantité et composition du BMP des cellules RAW 

montre que les 2 CAD ne perturbent pas de façon identique le métabolisme intracellulaire du 

BMP malgré leur tropisme pour le compartiment endolysosomal. 

Comme observé précédemment (Partie 15.4), seule l’espèce di-oléate BMP est détectée 

lors de l’analyse lipidique des EV sécrétées par les macrophages RAW 264.7 et ceci quelles 

que soient les conditions de stimulation par les CAD. La quantité de di-oléate BMP retrouvée 

dans les EV (exprimée relative aux protéines exosomales) est plus élevée après traitement par 

les 2 CAD par rapport aux contrôles avec une augmentation plus importante pour la chloroquine 

par rapport à l’amiodarone (figure 82). Bien que cette tendance ne soit pas statistiquement 

significative, elle montre que les 2 CAD ont augmenté le contenu en BMP des EV suggérant 

une modification de leur composition lipidique.  

 
Figure 82 : A : quantité de BMP dans les exosomes en nmol/mg de protéines, moyenne +/- sem, n=3 ; B : quantité 

de BMP dans les exosomes en nmol/million de cellules, moyenne +/- sem, n=3, EV obtenu par UF-UC sécrétées par les 

cellule RAW 264.7, analyse par GC-FID 

Nous avons vu que le traitement des macrophages par l’amiodarone et la chloroquine 

augmentait la sécrétion des EV (figure 82). De façon à évaluer plus précisément l’effet des 

CAD sur la sécrétion du BMP par les cellules, la quantité de BMP associé aux EV a été 

exprimée par million de cellules RAW 264.7 (Figure 82 B). Nous observons que le traitement 

par l’amiodarone entraine un doublement de la sécrétion de BMP exosomal qui n’est pas 

retrouvé avec la chloroquine. Ces résultats suggèrent à nouveau des différences de mécanisme 
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d’action des 2 CAD. L’amiodarone stimule fortement la sécrétion d’EV enrichies en di-oléate 

BMP entrainant une diminution du contenu intracellulaire en BMP après 48h de sécrétion 

(tableau 39). Par contre, la chloroquine ne stimule pas aussi efficacement la sécrétion d’EV qui 

sont toutefois enrichies en di-oléate BMP résultant en une augmentation du contenu 

intracellulaire en BMP et une modification de sa composition après 48h de sécrétion (tableau 

39).  

 

16.2.2.2 Effet sur le contenu intracellulaire et la sécrétion en cholestérol 

 

L’analyse du contenu intracellulaire en cholestérol libre après traitement par les CAD 

et 48h de sécrétion ne montre pas de différence significative par rapport aux cellules contrôles 

malgré une légère augmentation induite par l’amiodarone (Figure 83). De plus, aucune variation 

dans le contenu intracellulaire en cholestérol estérifié n’est observée entre les cellules RAW 

traitées par les 2 CAD et les cellules contrôles après 48h de sécrétion (résultats non présentés).  

 
Figure 83 : quantité de cholestérol cellulaire en AU/mg de protéines, moyenne +/- sem, n=3, Cellule RAW 264.7, 

analyse par GC-FID 

 

La quantité de cholestérol libre retrouvée dans les EV (exprimée relative aux protéines 

exosomales) augmente après traitement par la chloroquine et diminue sous amiodarone (Figure 

84 A). Toutefois ces variations ne sont pas statistiquement significatives. De façon à évaluer 

l’effet des CAD sur la sécrétion du cholestérol par les cellules, la quantité de cholestérol libre 
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associé aux EV a été exprimée par million de cellules RAW 264.7. Aucune variation de la 

quantité de cholestérol sécrété par les cellules n’est observée dans les conditions de sécrétion 

utilisées (figure 84 B).  

Comme noté précédemment pour le contenu en BMP des EV, ces résultats suggèrent 

que les 2 CAD modifient différemment le contenu en cholestérol des EV. Mais l’aspect 

quantitatif de cette sécrétion ne peut pas être clairement évalué. Toutefois pour l’amiodarone, 

il semblerait que la diminution de la sécrétion du cholestérol libre via les exosomes induirait 

une augmentation du cholestérol intracellulaire (Figure 83) en accord avec la perturbation du 

compartiment endolysosomal induite par cette CAD (Palmeri et al., 1995; Piccoli et al., 2011)  

 

 
Figure 84 : A : quantité de cholestérol dans les exosomes en AU/mg de protéines, moyenne +/- sem, n=3 ; B : 

quantité de cholestérol dans les exosomes en AU/million de cellules, moyenne +/- sem, n=3, EV obtenu par UF-UC (RAW 

264.7) (GC-FID) 

 

16.2.2.3 Effet des CAD sur la composition en sphingolipides (SM et Cer) et 

glycérophospholipides (PC, PI, PE, PS) des cellules RAW et des exosomes sécrétés  

 

16.2.2.3.1 Effet sur les sphingolipides : 

 

 Les céramides 

Les céramides sont des composés centraux dans le métabolisme des sphingolipides 

pouvant provenir de la biosynthèse « de novo », de la dégradation de sphingolipides plus 

complexes comme les sphingomyélines ou du recyclage de la sphingosine. L’analyse des 
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céramides cellulaires permet d’évaluer le dysfonctionnement endolysosomal induit par les 

CAD puisque les céramides sont hydrolysées dans ce compartiment sous l’action de la 

céramidase acide (Hannun & Obeid, 2018). Le tableau 40 regroupe les résultats de toutes les 

espèces moléculaires des céramides analysées au niveau cellulaire et la figure 85 montre les 

espèces moléculaires ayant une différence significative par rapport aux cellules contrôles ou 

entre les 2 traitements.  L’amiodarone et la chloroquine dans de moindres proportions, 

entrainent une augmentation significative de la quantité totale de céramides dans les cellules 

ainsi que de toutes leurs espèces moléculaires. De plus, les CAD modifient significativement 

les proportions relatives des céramides à chaine longue LC (C16 –C18), à très longue chaine 

VLC (C20-C24) ainsi qu’à ultra-longue chaine ULC (C26). Les LC-céramides augmentent avec 

l’amiodarone et la chloroquine représentant respectivement, 37,8% et 31.9% des espèces de 

céramides alors qu’elles ne représentent que 26,5% des espèces dans les cellules contrôles ; à 

l’inverse les VLC-céramides diminuent avec l’amiodarone et la chloroquine représentant 

respectivement 61,7% et 67.6% des espèces alors qu’elles représentent 72,8% dans les 

contrôles. Une augmentation du ratio des céramides LC/VLC a été aussi observée dans le foie 

après traitement des rats par la chloroquine (Lecommandeur et al., 2017). 

 

Tableau 40 : quantification des espèces moléculaires de céramides cellulaires en AU/mg de protéines, moyenne 

+/- sem, n=3 
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Figure 85 : Différence signficative des espéces moléculaire des céramides cellulaires analysées entre les différents traitements p<0.05, moyenne +/- sem, n=3 
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Le tableau 41 regroupe l’ensemble des résultats pour l’analyse des céramides 

exosomales, et la figure 86 présente uniquement les espèces moléculaires significativement 

différentes. Les CAD entrainent l’augmentation, bien que non significative, de la quantité totale 

de céramides exosomales ainsi que de toutes les espèces moléculaires des céramides. La 

chloroquine augmente légèrement plus la sécrétion de céramides que l’amiodarone. A la 

différence des céramides intracellulaires, la proportion relative des LC- et VLC-céramides ne 

varient pas dans les exosomes après incubation avec les 2 CAD par rapport aux contrôles.   

Ainsi dans les macrophages RAW 264.7, la perturbation du métabolisme des céramides 

induites par les CAD au niveau endosomal semble avoir favorisé la sécrétion de céramides 

associés aux exosomes. 

 

Tableau 41 : quantification des espèces moléculaires de céramides exosomales en AU/mg de prot, moyenne +/- 

sem, n=3, EV obtenu par UF-UC 

 
 

 
Figure 86 : Différence signficative des espéces moléculaire des céramides exosomales analysées entre les 

différents traitements p<0.05, moyenne +/- sem, n=3, EV obtenu par UF-UC (RAW 264.7) (GC-FID) 
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 Les sphingomyélines 

 

L’analyse des sphingomyélines (SM) cellulaires permet d’évaluer le dysfonctionnement 

endolysosomal induit par les CAD puisque les SM sont hydrolysées dans ce compartiment pour 

produire des céramides sous l’action de la sphingomyélinase acide (aSMase). Le tableau 

42 regroupe l’ensemble des résultats pour l’analyse des SM cellulaires, et la figure 87 

uniquement les espèces moléculaires significativement différentes par rapport aux cellules 

contrôles ou entre les 2 traitements. Comme pour les céramides, l’amiodarone induit une 

augmentation significative de la quantité totale des SM dans les cellules ainsi que de toutes 

leurs espèces moléculaires. La chloroquine entraine aussi une augmentation mais plus faible. 

De plus, les CAD modifient significativement les proportions relatives des LC-SM (C16 –C18) 

et des VLC-SM (C20-C24) dans les cellules. Les LC-SM augmentent avec l’amiodarone et la 

chloroquine, représentant respectivement 42,7% et 39,1% des espèces de SM, alors qu’elles ne 

représentent que 37% dans les cellules contrôles. A l’inverse, les VLC-SM diminuent avec 

l’amiodarone et la chloroquine, représentant respectivement 57,3% et 60,9% des espèces alors 

qu’elles représentent 63% dans les contrôles.  

Tableau 42 : espèces moléculaires des SM cellulaires en AU/mg de protéines, moyenne +/- sem, n=3 (RAW 264.7 ; 

HPLC-MS/MS) 

 
 

  

 

Cette thèse est accessible à l'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2021LYSEI098/these.pdf 
© [M. Rabia], [2021], INSA Lyon, tous droits réservés



218 

 

 
Figure 87 : Différence signficative des espéces moléculaire des SM cellulaires analysées entre les différents 

traitements p<0.05, moyenne +/- sem, n=3 (RAW 264.7 ; HPLC-MS/MS) 

 

Le tableau 43 regroupe l’ensemble des résultats pour l’analyse des SM exosomales, et 

la figure 88 uniquement les espèces moléculaires significativement différentes entre les 2 

traitements. Les 2 CAD induisent des variations différentes :  l’amiodarone entraine la 

diminution des SM exosomales alors que la chloroquine augmente la quantité de SM sécrétées 

dans les exosomes. A la différence des variations observées pour les SM cellulaires, la 

proportion relative des LC- et VLC-SM ne varient pas significativement dans les exosomes 

après incubation avec les 2 CAD par rapport aux contrôles. Toutefois, on observe que les LC- 
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et VLC-SM sont augmentées de façon significative pour le traitement à la chloroquine par 

rapport à celui à l’amiodarone.  

Ainsi, les 2 CAD en perturbant le métabolisme des sphingolipides au niveau endosomal 

semblent modifier de façon différente la composition en sphingolipides des exosomes sécrétés 

par les macrophages RAW 264.7. L’amiodarone favorise la sécrétion d’exosomes enrichis en 

céramides mais contenant moins de SM, alors que la chloroquine induit une plus faible sécrétion 

d’exosomes enrichis en céramides mais aussi en SM, en particulier en VLC-SM qui ont diminué 

au niveau cellulaire (Figure 88).  

L’ensemble des résultats sur les variations des sphingolipides confirme que les deux 

CAD en perturbant le compartiment endosomal et en interférant avec les mécanismes de 

dégradation des sphingolipides, ont bien modifié la production de céramides qui sont connus 

pour favoriser la sécrétion des exosomes (Trajkovic et al., 2008; Verderio et al., 2018).  

Tableau 43 : quantification des espèces moléculaires des SM exosomales en AU/mg de prot, moyenne +/- sem, 

n=3, EV obtenu par UF-UC (RAW 264.7 ; HPLC-MS/MS) 
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Figure 88 : Différence signficative des espéces moléculaire des SM exosomales analysées entre les différents 

traitements p<0.05, moyenne +/- sem, n=3, EV obtenu par UF-UC (RAW 264.7 ; HPLC-MS/MS) 

 

16.2.2.3.2 Effet sur les glycérophospholipides : 

 

L’analyse des formes diacyles des principaux glycérophospholipides dans les 

macrophages RAW et les exosomes sécrétés a été faite par LC-MS/MS. Nous n’avons pas 

analysé les autres sous-classes alkyles et alkényles (chapitre 1.2.1). Les différents résultats pour 

les 2 phospholipides neutres PC et PE et les 2 phospholipides anioniques PI et PS sont présentés 

comme précédemment d’abord sous forme de tableaux regroupant toutes les espèces 

moléculaires pour chaque phospholipide, puis sous forme d’histogrammes, les espèces 

moléculaires présentant des différences significatives par rapport aux cellules contrôles ou entre 

les 2 traitements. 
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 Les phosphatidylcholines 

 

Comme attendu, les 2 CAD entrainent l’augmentation de la quantité totale des PC dans 

les cellules ainsi que de toutes leurs espèces moléculaires par rapport aux cellules contrôles 

(tableau 44, figure 89). Toutefois après traitement par l’amiodarone ou la chloroquine, nous 

n’observons pas de différence significative dans les proportions relatives des espèces saturées 

(respectivement en moyenne, 17,9% et 20,1%), monoinsaturées (respectivement en moyenne, 

47,3% et 45,7%) et polyinsaturées (respectivement en moyenne, 34,8% et 34,2%) par rapport 

aux cellules contrôles où elles représentent pour les saturées 19,4%, monoinsaturées 47,2% et 

polyinsaturées 33,4%.  

Ceci suggère que l’effet inhibiteur des CAD sur la (ou les) activité(s) phospholipase(s) 

ne semble pas sélectif pour une activité spécifique.  

 

Tableau 44 : quantification des espèces moléculaires des PC cellulaires en AU/mg de prot, moyenne +/- sem, n=3 (RAW 

264.7 ; HPLC-MS/MS) 
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Figure 89 : Différence signficative des espéces moléculaires de PC cellulaires analysées entre les différents 

traitements p<0.05, moyenne +/- sem, n=3 (RAW 264.7 ; HPLC-MS/MS) 

 

Contrairement aux PC cellulaires, l’analyse des PC exosomales montre une différence 

entre les 2 CAD.  L’amiodarone diminue globalement le contenu total et les espèces 

moléculaires des PC sécrétées dans les exosomes, alors que la chloroquine les augmente 

(tableau 45, figure 90). Toutefois comme observé pour les PC cellulaires, nous n’observons pas 

de différence significative dans les proportions relatives des espèces saturées, monoinsaturées 

et polyinsaturées après traitement par l’amiodarone ou la chloroquine par rapport aux contrôles. 

Seule l’espèce PC 40 :6 qui est l’espèce la plus insaturée analysée, se trouve augmentée avec 

les 2 CAD.  Ces résultats indiquent à nouveau que les 2 CAD modifient de façon différente le 

métabolisme lipidique intra-endosomal peut être en lien avec la perturbation du pH endosomal 
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(voir discussion plus loin) et donc modulerait différemment la sécrétion des exosomes. En effet, 

la diminution de la sécrétion des PC associés aux exosomes est corrélée à leur accumulation au 

niveau cellulaire pour les cellules traitées avec l’amiodarone. 

Tableau 45 : quantification des espèces moléculaires des PC exosomales en AU/mg de prot, moyenne +/- sem, 

n=3, EV obtenu par UF-UC (RAW 264.7 ; HPLC-MS/MS) 
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Figure 90 : Différence signficative des espéces moléculaires des PC exosomales analysées entre les différents 

traitements p<0.05, moyenne +/- sem, n=3, EV obtenu par UF-UC (RAW 264.7 ; HPLC-MS/MS) 
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 Les phosphatidyléthanolamines 

 

Comme pour l’effet sur les PC cellulaires, les 2 CAD entrainent une augmentation 

globale du contenu total et des espèces moléculaires des PE qui est plus importante pour les 

cellules traitées par l’amiodarone (tableau 46, figure 91). De plus, le traitement par 

l’amiodarone induit une différence significative dans les proportions relatives des espèces 

saturées, 14,5%, monoinsaturées, 52,4% et polyinsaturées, 33,2% par rapport aux cellules 

contrôles où elles représentent respectivement 13,2%, 51,3% et 35,5%.  

Tableau 46 : quantification des espèces moléculaires des PE cellulaires en AU/mg de prot, moyenne +/- sem, n=3 

(RAW 264.7 ; HPLC-MS/MS) 
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Figure 91 : Différence signficative des espéces moléculaire des PE cellulaires analysées entre les différents 

traitements p<0.05, moyenne +/- sem, n=3 (RAW 264.7 ; HPLC-MS/MS) 

Bien que statistiquement non significative l’analyse des PE exosomales montre la 

diminution globale du contenu et des espèces moléculaires des PE après traitement par 

l’amiodarone. De plus, l’amiodarone induit une différence significative dans les proportions 

relatives des espèces saturées, 4,4%, et polyinsaturées, 80,3% par rapport aux cellules contrôles 

où elles représentent respectivement 3,3% et 83,3%. La chloroquine quant à elle, ne modifie 

pas le contenu et les espèces moléculaires de PE des exosomes (tableau 47), ni leurs proportions 

relatives.  
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Comme précédemment pour les PC exosomaux, les 2 CAD modifient de façon 

différente la sécrétion des PE exosomales. En effet, la diminution de la sécrétion des PE 

associées aux exosomes, en particulier les espèces polyinsaturées, est corrélée à leur 

accumulation au niveau cellulaire pour les cellules traitées avec l’amiodarone par rapport aux 

cellules contrôles. 

 

Tableau 47 : quantification des espèces moléculaires des PE exosomales en AU/mg de prot, moyenne +/- sem, 

n=3, EV obtenu par UF-UC (RAW 264.7 ; HPLC-MS/MS) 

 
 

 Les phosphatidylinositols 

 

 Globalement, on observe l’augmentation du contenu total et des espèces moléculaires 

des PI intracellulaires avec le traitement par les 2 CAD par rapport aux cellules contrôles 

(tableau 48, figure 92). L’amiodarone entraine à nouveau une plus forte augmentation que la 

chloroquine. De plus après traitement par l’amiodarone ou la chloroquine, nous observons des 

différences significatives dans les proportions relatives des espèces saturées (respectivement en 

moyenne, 3,6% et 2,6%), monoinsaturées (respectivement en moyenne, 49,6% et 47,8%) et 

polyinsaturées (respectivement en moyenne, 46,8% et 49,6%) par rapport aux cellules contrôles 

où elles représentent pour les saturées 2,2%, monoinsaturées 44,1% et polyinsaturées 53,7%.  
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Tableau 48 : quantification des espèces moléculaires des PI cellulaires en AU/mg de prot, moyenne +/- sem, n=3 

(RAW 264.7 ; HPLC-MS/MS) 
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Figure 92 : Différence signficative des espéces moléculaires des PI cellulaires analysées entre les différents 

traitements p<0.05, moyenne +/- sem, n=3 (RAW 264.7 ; HPLC-MS/MS) 

L’analyse des PI associés aux exosomes montre une augmentation, bien que non 

significative, du contenu total et des espèces moléculaires des PI avec les 2 CAD par rapport 

aux cellules contrôles (tableau 49, figure 93). De plus comme avec les PI cellulaires, 

l’amiodarone entraine des variations significatives dans les proportions relatives des espèces 

saturées, en moyenne 5,4%, monoinsaturées, en moyenne 46% et polyinsaturées, en moyenne 

48,6% par rapport aux cellules contrôles où elles représentent pour les saturées 3,2%, 

monoinsaturées 42,3% et polyinsaturées 54,5%.  
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A la différence des variations inverses entre les PC et PE cellulaires et ceux associés 

aux exosomes, l’amiodarone augmente à la fois les PI cellulaires et exosomaux. De plus comme 

pour les PE, les proportions relatives des espèces polyinsaturées des PI diminuent 

significativement dans les exosomes et dans les cellules traitées avec l’amiodarone par rapport 

aux cellules contrôles.  

Tableau 49 : quantification des espèces moléculaires des PI exosomales en AU/mg de prot, moyenne +/- sem, n=3, 

EV obtenu par UF-UC (RAW 264.7 ; HPLC-MS/MS) 

 
 

 
Figure 93 :  Différence signficative des espéces moléculaire des PI exosomales analysées entre les différents 

traitements p<0.05, moyenne +/- sem, n=3, EV obtenu par UF-UC (RAW 264.7 ; HPLC-MS/MS) 
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 Les phosphatidylsérines 

Comme pour les PI, les 2 CAD entrainent une augmentation du contenu total et des 

espèces moléculaires de PS cellulaires, les autres phospholipides anioniques, par rapport aux 

cellules contrôles. Cette augmentation est plus importante et significative pour l’amiodarone 

que pour la chloroquine (tableau 50, figure 94). Toutefois, nous n’observons pas de différence 

significative dans les proportions relatives des espèces saturées, monoinsaturées et 

polyinsaturées après traitement par l’amiodarone ou la chloroquine par rapport aux contrôles. 

Tableau 50 : quantification des espèces moléculaires des PS cellulaires en AU/mg de prot, moyenne +/- sem, n=3 

(RAW 264.7 ; HPLC-MS/MS) 
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Figure 94 : Différence signficative des espéces moléculaire des PE cellulaires analysées entre les différents 

traitements p<0.05, moyenne +/- sem, n=3 (RAW 264.7 ; HPLC-MS/MS) 

 

Malheureusement, l’analyse des espèces moléculaires de PS associées aux exosomes 

étant en dessous des limites de détection de la LC-MS, n’a pas permis leur évaluation dans nos 

échantillons.  
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Conclusion 

 

L’ensemble de ces résultats sur l’effet des CAD sur la sécrétion des exosomes par les 

macrophages montre que l’amiodarone et la chloroquine ont stimulé la sécrétion des EV comme 

l’indique l’augmentation du nombre de vésicules avec les 2 CAD et des protéines avec 

l’amiodarone. Ces EV ont été caractérisées par la présence des marqueurs protéiques 

exosomaux ALIX et TSG101 et la mesure de leur diamètre moyen, 123 à 145 nm, compatible 

avec la taille des exosomes qui n’est pas modifié par le traitement avec les CAD. De plus, nous 

avons vérifié au préalable que le temps de traitement et les concentrations de CAD utilisées ne 

semblaient pas toxiques (données non montrées).  

L’analyse lipidique détaillée des cellules et des EV après 48h de sécrétion indique que 

les 2 CAD n’ont pas modifié de façon similaire la composition lipidique des EV et des cellules, 

suggérant donc qu’elles n’ont pas le même effet sur le métabolisme des lipides étudiés.  

La chloroquine et l’amiodarone plus fortement, ont augmenté la quantité du di-oléate 

BMP associé aux EV par rapport aux EV des cellules contrôles. Le di-oléate BMP, espèce du 

BMP majoritaire dans les macrophages RAW264.7, est la seule espèce détectée dans les EV. 

Les 2 CAD ont aussi augmenté la quantité totale de céramides exosomales, légèrement plus 

avec la chloroquine qu’avec l’amiodarone, par rapport aux EV des cellules contrôles. De plus, 

l’amiodarone entraine la diminution des SM exosomales alors que la chloroquine les augmente 

par rapport aux EV des cellules contrôles. Cette différence d’effet entre les 2 types de CAD est 

retrouvée pour les autres phospholipides (PC et PE) alors que les 2 CAD augmentent les PI 

exosomaux.  Toutefois, ces variations ne sont pas significatives dans nos conditions de 

sécrétion. 

L’ensemble des résultats sur les variations des SL et PL cellulaires confirme que les 

deux CAD ont bien perturbé le compartiment endolysosomal et interféré avec les mécanismes 

de dégradation de ces lipides (voir le chapitre 2.3.3 sur les hypothèses d’action des CAD). 

Toutefois, les effets variables selon ces CAD pourraient être liés à des mécanismes d’action 

différents en rapport avec les différences de variation du pH endolysosomal induites par ces 

bases faibles (Mitterreiter et al., 2010).  

Tant au niveau des cellules qu’au niveau des EV, nous avons observé la production de 

céramides qui sont connus pour favoriser la sécrétion des exosomes (Trajkovic et al., 2008; 
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Verderio et al., 2018). Bien que l’importance de la longueur de la chaine acyle sur les propriétés 

fonctionnelles des céramides ne soit pas complètement établie (Hannun & Obeid, 2018), les 

variations induites pourraient moduler la formation de domaines membranaires enrichis en 

céramides (Nurminen et al., 2002) et donc avoir un impact sur la sécrétion des exosomes.  Ainsi 

l’augmentation des VLC-céramides observée dans les exosomes alors que les VLC-SM ont 

diminué dans les cellules traitées par la chloroquine, suggère l’implication de la nSMase2 dans 

la stimulation de la sécrétion exosomale, puisque la celle-ci  aurait une préférence pour les 

C24 :0 et C24 :1 SM (Gault et al., 2010).  

Enfin, notre analyse lipidique n’a pas permis pas de faire une comparaison des ratios 

entre les différents lipides au niveau des cellules et des EV. En effet comme souligné par 

Skoland et al (Skotland et al., 2017), la plupart des analyses lipidiques publiées sur les EV 

présentent une imprécision non négligeable due aux différences de sensibilité de détection en 

masse des espèces moléculaires et ceci d’autant plus qu’elles sont minoritaires. A cette variation 

s’ajoute en plus l’hétérogénéité des populations d’EV sécrétées. Toutefois, nous avons montré 

que le traitement par l’amiodarone a diminué la sécrétion de cholestérol libre via les exosomes 

et induit une augmentation du cholestérol intracellulaire en accord avec la perturbation du 

compartiment endolysosomal induite par cette CAD (Palmeri et al., 1995; Piccoli et al., 2011)  

De façon à étudier plus en détail, le lien entre la quantité de BMP et de cholestérol libre 

intracellulaire et la sécrétion des exosomes, nous avons utilisé des modèles différents de 

surcharge en cholestérol.  
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16.3 Dysfonctionnement endo-lysosomal induit lors de surcharge en cholestérol 

génétique ou induite 

 

Introduction 

 

Les surcharges en cholestérol peuvent être génétiques comme par exemple la maladie 

de Niemann Pick de type C, ou bien induites par l’alimentation. La NPC est une maladie rare, 

mais grave car elle touche généralement des enfants, qui développent de graves troubles 

neurologiques (Vanier, 2010). L’athérosclérose quant à elle fait partie des maladies qui tue le 

plus de personnes dans le monde. Malheureusement à l’heure actuelle il y a peu de traitement 

permettant de limiter la surcharge en cholestérol cellulaire. Les statines sont des inhibiteurs de 

la HMG-CoA réducatase, permettant de reduire la synthèse de choletérol, mais ne diminuant 

pas les surcharges liées à un probleme du transport du cholestérol par exemple. Nous proposons 

donc dans cette partie d’étudier la participation du BMP dans la sécrétion des exosomes pour 

éliminer l’excès de cholestérol libre et de lipides intracellulaires en utilisant 2 modèles 

cellulaires différents. : 

- des fibroblastes de patients atteints de NPC et de sujets contrôles 

- des macrophages murins, la lignée RAW 264.7, traités avec différents stimuli 

 

16.3.1 Dysfonctionnement endo-lysosomal induit par la maladie de Niemann-Pick de type C 

(fibroblastes humains) 

 

Les fibroblastes contrôles et NPC ont été mis à sécréter en milieu conditionné sans EV 

(EV free) pendant 48h (chapitres 7.3). Puis les EV ont été récoltées par UF-UC, et caractérisées 

par Western blot, la quantité de protéines et la taille et le nombre de vésicules par NTA. 

L’analyse lipidique du BMP et des autres lipides n’a pu être réalisée que sur les cellules après 

48h de sécrétion. Malheureusement, nous n’avons pas pu analyser les lipides des EV en raison 

d’une trop faible quantité d’échantillon. 

 

Cette thèse est accessible à l'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2021LYSEI098/these.pdf 
© [M. Rabia], [2021], INSA Lyon, tous droits réservés



236 

 

16.3.1.1 Caractérisation des exosomes sécrétés par des fibroblastes contrôles ou de NPC 

 

Les EV isolées par UF-UC ont été analysées par western blot pour caractériser la 

présence d’exosomes (Figure 95).  

On observe la présence des marqueurs protéiques exosomaux CD63 et CD81 dans les 

EV de sujets contrôles et de NPC. Le marquage de CD81 est plus fort pour les sujets NPC que 

pour les contrôles, ce qui indiquerait une plus grande quantité d’exosomes sécrétés par les 

fibroblastes NPC (protéines sécrétées dans les EV des NPC plus faible données non montrées). 

De plus, le diamètre moyen des vésicules a été analysé par NTA pour un contrôle et un patient 

NPC (en triplicata pour chaque préparation d’EV). Les valeurs obtenues correspondent à des 

tailles compatibles avec des exosomes (Contrôle :  116 nm, NPC : 112nm) et ne montrent pas 

de différence entre le NPC et le contrôle.  

 
Figure 95 : caractérisation de la présence d’exosomes par western blot, marqueurs utilisés CD63 et CD81, dépots 

réalisés à volume égal v=15µL, un western blot représentatif (n=3), EV obtenu par UF-UC (fibroblastes) 
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16.3.1.2 Variation de la composition lipidique des fibroblastes contrôles et NPC 

16.3.1.2.1 Effet sur le contenu et la composition du BMP des fibroblastes 

 

Comme attendu, nous observons une augmentation, bien que non significative, du BMP 

total et de toutes ses espèces moléculaires dans les cellules NPC par rapport aux contrôles à 

l’exception de l’espèce PaD-BMP (tableau 51) (Pa = acide palmitoléique ; D=DHA). Une 

augmentation significative de la proportion des espèces polyinsaturées du BMP est observée 

dans les cellules NPC (66%) par rapport aux contrôles (49%), dont l’espèce l’oléoyl 

docosahexaénoyl OD-BMP qui représente 32,7% et 25,7% des espèces du BMP dans les NPC 

et les contrôles, respectivement. De plus par rapport au BMP des cellules RAW 264.7 (tableau 

39), les espèces majoritaires du BMP des fibroblastes sont le di-DHA BMP (14%) et l’OD-

BMP (26-33%) pour les contrôles et les NPC.     
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Tableau 51 : quantification des espèces moléculaires du BMP cellulaires en nmol/mg de prot, moyenne +/- sem, n=3 (un tableau se trouve en annexe pour la corespondance des 

acide gras), * pvalue <0.05. espèces considérées comme polyinsaturées  
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16.3.1.3 Effet sur le contenu en cholestérol des fibroblastes 

 

Après 48h de sécrétion, on observe toujours une augmentation significative de la 

quantité de cholestérol libre dans les cellules NPC par rapport aux cellules contrôles (figure 

96). Comme attendu, les taux d’esters de cholestérol ne montrent pas de différence significative 

entre les cellules contrôles et NPC : 0,37 ±  0,07 et 0,49  ±  0,10 AU/mg protéines , 

respectivement (moyenne ± sem, n=3). Ceci indique que le phénotype NPC est toujours 

maintenu dans nos conditions expérimentales. 

  

Figure 96 : quantité de cholestérol cellulaire en AU/mg de protéines, moyenne +/- sem, n=3 (fibroblaste, GC-FID) 
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16.3.1.4 Effet sur le contenu en sphingolipides et glycérophospholipides des fibroblastes 

 

16.3.1.4.1 Effet sur les sphingolipides 

 

 Les céramides 

  

L’analyse des céramides montre que leur quantité globale ainsi que leurs espèces 

moléculaires diminuent dans les cellules NPC par rapport aux contrôles bien que de façon non 

significative (tableau 52). De plus, nous n’observons pas de variation des proportions relatives 

des LC-, VLC- et ULC-céramides entre les cellules NPC et les contrôles (LC- : long chain, 

VLC- : very long chain, ULC- ultra long chain). 

 

Tableau 52 : quantification des espèces moléculaires de céramides cellulaires en AU/mg de prot, moyenne +/- sem, 

n=3 (fibroblaste, HPLC-MS/MS) 
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 Les sphingomyélines  

 

En parallèle, nous n’observons pas d’augmentation significative de la quantité totale de 

SM dans les cellules NPC par rapport aux contrôles (tableau 53). Néanmoins, les proportions 

relatives de LC-SM sont significativement diminuées (57,5% et 65,4%, respectivement) dans 

les cellules NPC par rapport aux cellules contrôles, alors que les VLC-SM sont 

significativement augmentées (42,5% et 34,6%, respectivement).    

Malgré la faible augmentation du taux global de sphingomyéline, les variations de leurs 

proportions relatives ainsi que la diminution du taux des céramides suggèrent que le 

métabolisme des sphingomyélines est toujours perturbé dans les cellules NPC après 48h de 

sécrétion. 

 

Tableau 53 : quantification des espèces moléculaires des SM cellulaires en AU/mg de prot, moyenne +/- sem, n=3 

(fibroblaste, HPLC-MS/MS) 
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16.3.1.4.2 Effet sur les glycérophospholipides (PC, PE, PI, PS) 

 

 Les phosphatidylcholines et phosphatidyléthanolamine 

 

L’analyse des phospholipides neutres PC et PE des fibroblastes après 48h de sécrétion 

montre une diminution non significative de leur quantité globale ainsi que de la plupart de leurs 

espèces moléculaires dans les cellules NPC par rapport aux contrôles (tableaux 54 et 55). De 

plus, les proportions relatives de leurs espèces moléculaires ne montrent pas de différence entre 

les cellules NPC et les contrôles. 

Tableau 54 : quantification des espèces moléculaires des PC cellulaires en AU/mg de prot, moyenne +/- sem n=3 

(fibroblaste, HPLC-MS/MS) 
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Tableau 55 : quantification des espèces moléculaires des PE cellulaires en AU/mg de prot, moyenne +/- sem, n=3 

(fibroblaste, HPLC-MS/MS) 

 
 

 Les phosphatidylinositols et les phosphatidylsérines  

 

L’analyse des phospholipides anioniques PI et PS des fibroblastes après 48h de sécrétion 

montre une augmentation de la quantité globale ainsi que de certaines espèces moléculaires des 

PI dans les cellules NPC par rapport aux contrôles (tableau 56 avec sigificativité pour PI 32 :1 

et 38 :1). Par contre, aucune variation n’est observée pour les PS entre les cellules NPC et les 

contrôles (Tableau 57). De plus, les proportions relatives des espèces moléculaires de PI et PS 

ne montrent pas de différence entre les cellules NPC et les contrôles. 
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Tableau 56 : quantification des espèces moléculaires des PI cellulaires en AU/mg de prot, moyenne +/- sem, n=3 

(fibroblaste, HPLC-MS/MS), * pvalue <0.05.   

 

 
 

Tableau 57 : quantification des espèces moléculaires des PS cellulaires en AU/mg de prot, moyenne +/- sem, n=3 

(fibroblaste, HPLC-MS/MS) 
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16.3.1.5 Conclusion 

 

Cette étude montre qu’après 48h de sécrétion, les fibroblastes sécrètent des EVs 

caractérisées par la présence des marqueurs exosomaux CD63 et TSG101 qui semblent enrichis 

dans les EV de patients NPC par rapport aux sujets contrôles. Malgré la détection du BMP dans 

des préparations d’EV non purifiées (en particulier l’espèce di-DHA-BMP, résultat non montré) 

lors d’expérience préliminaire, nous n’avons pas pu analyser de façon fiable le BMP dans les 

EV purifiées par UF-UC. En effet, le faible rendement de purification mais aussi la limite de 

croissance cellulaire des fibroblastes en milieu conditionné ne permet pas d’obtenir 

suffisamment de cellules en conservant le phénotype NPC. 

Toutefois, l’analyse lipidique des fibroblastes de patients NPC a permis de prouver que 

les fibroblastes NPC contenaient plus de cholestérol et de BMP que les cellules contrôles après 

48h de sécrétion, confirmant donc le dysfonctionnement endo-lysosomal qui a été vérifié aussi 

par immunofluorescence (données non présentées). De plus, nous montrons l’enrichissement 

du BMP en espèces docosahexaenoates en particulier le di-DHA-BMP, complétant donc 

l’analyse publiée sur le BMP des fibroblastes contrôles (Scherer et al., 2010). La diminution 

des céramides et l’augmentation des SM suggèrent toujours la perturbation du catabolisme des 

sphingolipides dans les cellules NPC par rapport aux cellules contrôles, ces faibles variations 

non significatives indiquent que le phénotype NPC puisse être modifié lors des subcultures des 

primocultures de fibroblastes NPC (Kobayashi et al., 1999; Vanier, 2015). 

Les fibroblastes de peau de patients NPC ont été très utiles pour la caractérisation et le 

diagnostic de cette maladie  (Vanier, 2015). L’utilisation d’autres types cellulaires (CHO, 

HeLa) KO pour les protéines NPC1 et /ou NPC2 a permis de préciser le mécanisme d’action 

de ces protéines avec toutefois de possibles effets secondaires dus à la répression du gène 

(Feltes et al., 2020; Pipalia et al., 2017). Enfin, les études métaboliques plus récentes sur la NPC 

s’orientent vers l’utilisation des cellules-cible de cette maladie : les cellules neuronales 

différenciées par reprogrammation de cellules souches obtenues à partir de fibroblastes de 

patients NPC présentant donc uniquement la mutation impliquée dans la pathologie (Ilnytska, 

Lai, et al., 2021; D. Yu et al., 2014). L’utilisation de ces différents modèles a donc permis 

d’évaluer l’implication de la sécrétion du cholestérol via les exosomes (Ilnytska, Jeziorek, et 
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al., 2021; Strauss et al., 2010) et de l’exocytose via la sécrétion lysosomale (F. W. Chen et al., 

2010; Vacca et al., 2019) dans la pathologie NPC. 

Nous avons alors choisi pour compléter notre étude sur l’implication du BMP dans la 

sécrétion exosomale du cholestérol d’utiliser à nouveau le modèle des macrophages RAW 

caractérisés précédemment pour leur richesse en BMP, la sécrétion d’exosomes contenant du 

BMP et leur engorgement en cholestérol suite à l’incubation avec des lipoprotéines. 

 

16.3.2 Dysfonctionnement endo-lysosomal consécutif à une surcharge en cholestérol induite 

par différents traitements dans les macrophages RAW 264.7  

 

Introduction 

 

Pour poursuivre l’étude de l’implication du BMP dans la sécrétion des exosomes et l’ 

élimination de l’excès de cholestérol et autres lipides accumulés dans le compartiment endo-

lysosomal au cours de surcharge en cholestérol, les macrophages murins RAW 264.7  ont été 

mis en culture avec différents stimuli pendant 24h (à l’exception de l’U18666A qui est maintenu 

pendant le temps de sécrétion (72h au total)),  puis mis à sécréter en milieu conditionné pendant 

48h (voir chapitre 7.2 pour le détail des protocoles expérimentaux).  Les EV ont été ensuite 

purifiées par UF-UC et caractérisées par la présence des marqueurs protéiques exosomaux 

(Western blot) et par leur taille et nombre (NTA). Les différents lipides des cellules et des EVs 

ont été analysés par MS. Trois stimuli sont utilisés seuls ou en combinaison : 

-un agent pharmacologique : l’U18666A (abréviation U18), cet agent mime un 

phénotype NPC et permet de séquestrer le cholestérol libre dans les endosomes (Liscum & 

Faust, 1989; Underwood et al., 1996). 

-les LDL acétylées (acLDL) : les acLDL induisent une surcharge en cholestérol. En effet 

grâce à leur acétylation, les acLDL vont rentrer de façon non régulée dans les cellules (Basu et 

al., 1976). 

-le di-oléate PG : caractérisé comme précurseur du BMP, il augmente la concentration 

intracellulaire du BMP et donc d’étudier l’effet sur la sécrétion d’exosomes. 
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Comme dans les 2 parties expérimentales précédentes (Chapitre 16.2 et Chapitre 

16.3.1), les résultats des analyses des espèces moléculaires du BMP sont présentées sous 

plusieurs formes:  

-sous forme de tableau, où sont regroupés toutes les espèces moléculaires en fonction 

des différents traitements. 

-sous forme d’histogramme, où sont schématisées uniquement les espèces moléculaires 

qui varient de façon significative en fonction des différents traitements. 

Enfin un code représentatif du traitement est utilisé pour représenter la significativité 

des analyses statistiques pour une valeur de p <0.05 en comparant 2 moyennes par test T de 

Student :  

-a : la valeur de l’espèce moléculaire est significativement différente entre le groupe 

contrôle et le groupe PG. 

-b: la valeur de l’espèce moléculaire est significativement différente entre le groupe 

contrôle et le groupe acLDL. 

-c: la valeur de l’espèce moléculaire est significativement différente entre le groupe 

contrôle et le groupe acLDL PG. 

-d : la valeur de l’espèce moléculaire est significativement différente entre le groupe 

contrôle et le groupe acLDL U18. 

-e : la valeur de l’espèce moléculaire est significativement différente entre le groupe 

acLDL et le groupe PG. 

-f: la valeur de l’espèce moléculaire est significativement différente entre le groupe 

acLDL U18 et le groupe PG. 

-g: la valeur de l’espèce moléculaire est significativement différente entre le groupe 

LDL PG et le groupe PG. 

-h : la valeur de l’espèce moléculaire est significativement différente entre le groupe 

acLDL U18 et le groupe acLDL. 

-i: la valeur de l’espèce moléculaire est significativement différente entre le groupe 

acLDL PG et le groupe acLDL.  
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-j: la valeur de l’espèce moléculaire est significativement différente entre le groupe 

acLDL PG et le groupe acLDL U18.  

 

16.3.2.1 Caractérisation des exosomes sécrétés par les macrophages RAW 264.7 lors de 

surcharge en cholestérol 

 

Après purification des EV par UF-UC suite aux différentes conditions de stimulation des 

cellules RAW, la caractérisation des exosomes est faite par Western blot par la présence des 

marqueurs exosomaux ALIX et TSG101. 2 western blot représentatifs sont présentés dans la 

figure 97. La figure 97 A regroupe les conditions contrôle, acLDL, acLDL+PG et PG. La figure 

97 B regroupe les conditions contrôle, acLDL +U18666A et acLDL.  

 

Quel que soit le traitement utilisé, les EV sécrétées par les cellules RAW contiennent 

des marqueurs d’exosomes. De plus, on peut constater que les signaux sont beaucoup plus 

faibles pour les EV sécrétées par des cellules traitées seulement avec des acLDL.  

Les cellules RAW 264.7 produisent des exosomes dans des conditions de surcharge en 

cholestérol ou d’augmentation de la concentration intracellulaire de BMP.  
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Figure 97 : caractérisation de la présence d’exosomes par western blot, marqueurs utilisés ALIX et TSG101, dépôts réalisés à volume égales v = 15µL, western blot représentatif 

(n=3), EV obtenu par UF-UC (RAW 264.7)  

Tableau 58 : Caractéristiques des EV sécrétées par les macrophages RAW 264.7 traités avec des acLDL (50µg/mL 24h de pré incubation), du PG (30µM, 24H de pré incubation) et 

de l’U18666A (24h de préincubation +48h de séctrétion) associé ou non. – les protéines des EV ont été dosées par la méthode de Bradford. Le nombre, diamètre et distribution de taille des 

vésicules ont été analysés par NTA et représentent les moyennes ± sem de 3 expériences, * p<0,05 pour les acLDL PG par rappot au acLDL, PG, et acLDL +U18666A.   

 

112,7 ± 38,2 78,4 ± 10,7 61,4 ± 8,8 126,3 ± 32,4

0,34 ± 0,05 0,29 ± 0,02 0,24 ± 0,02 0,41 ± 0,03 0,27 ± 0,02

protéines des vésicules (µg/10^9 vésicules) 3,48 ± 0,77 3,79 ± 0,47 4,33 ± 0,2 4,61 ± 1,42

diamétre des vésicules (nm) 146,1 ± 11,8 134,5 ± 3,1 129,5 ± 2,9 140,5 ± 11,1

D10 (10% des EV diamétre <nm) 96,3 ± 6,6 90,8 ± 4,8 84,4 ± 1,5 90,1 ± 6

D50 (50% des EV diamétre <nm) 131,8 ± 9,1 125,9 ± 5,1 121 ± 2,5 128,5 ± 8,4

D90 (90% des EV diamétre <nm) 217,9 ± 29,9 187,1 ± 3,7 186,4 ± 4,7 209,8 ± 20,8

acLDL +PG(n=3)

acLDL +PG(n=3) *

acLDL +PG(n=3)

acLDL + U18666A(n=3)

acLDL + U18666A(n=3)

acLDL + U18666A(n=3)

caractérisation des vésicules

protéines des vésicules (µg/10^6 cellules)

nombre de vésicules (x10^6/10^6 cellules)

contrôles (n=3) PG (n=3) acLDL (n=3)

contrôles (n=6) PG (n=3) acLDL (n=6)

contrôles (n=3) PG (n=3) acLDL (n=3)

étude de la sécrétion des vésicules

Cette thèse est accessible à l'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2021LYSEI098/these.pdf 
© [M. Rabia], [2021], INSA Lyon, tous droits réservés



250 

 

Alors que le traitement par les acLDL entraine une diminution non significative de la 

sécrétion des protéines des EV par rapport aux cellules contrôles, la co-incubation acLDL + PG 

induit une augmentation significative de leur sécrétion par rapport aux EV des cellules traitées 

uniquement avec les acLDL ou avec le PG ou avec les acLDL+ U18666A (Tableau 58). 

L’absence de toxicité suite aux différents traitements a été vérifiée par la croissance 

cellulaire. Alors que le traitement par les acLDL seules ou en co-incubation avec le U18666A 

entraine une diminution de la croissance par rapport aux cellules contrôles, l’incubation avec 

les acLDL+PG permet de la restaurer au même niveau que celle des cellules contrôles ou 

traitées avec le PG (résultats non présentés).  

En parallèle des variations de sécrétion des protéines des EV, on remarque que le 

nombre total d’EVs sécrétées par 106 cellules diminue après traitement par les acLDL (61 x 

106) ou le PG (78 x 106) par rapport aux cellules contrôles, alors que la co-incubation acLDL + 

PG restaure leur sécrétion au niveau de celle des cellules contrôles, 126 x 106 et 113 x 106, 

respectivement (voir Tableau 58). 

De façon intéressante, le diamètre moyen des vésicules est assez similaire quel que soit 

le traitement (de 129 à 146 nm) et compatible avec celui des exosomes. De plus, l’analyse de 

la distribution de taille montre que 50% des EVs isolées par UF-UC ont un diamètre inférieur 

à 132 nm quel que soit le traitement (voir Tableau 58).  

L’ensemble de ces résultats suggère donc que l’incubation avec du dioléate PG de 

macrophages RAW traités avec des LDL acétylées stimule la sécrétion des EVs (en nombre de 

vésicules et en protéines) sans modifier significativement leur taille, par rapport aux cellules 

traitées uniquement avec des acLDL ou du PG ou co-incubées avec des acLDL+ U18666A.  
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16.3.2.2 Variation de la composition lipidique des cellules RAW et des exosomes sécrétés lors 

de surcharge en cholestérol 

 

Nous avons d’abord vérifié la surcharge en cholestérol dans les conditions utilisées puis 

analysé les modifications des taux de BMP dans les cellules RAW. Puis, ces taux de BMP et 

cholestérol dans les EV pour corréler ces taux exososmaux avec ceux des cellules après 48h de 

sécrétion. Comme précédemment, les résultats sont exprimés en unités arbitraires (AU) corrigés 

par le standard interne et la quantité de protéines ou le nombre de cellules de l’échantillon pour 

le cholestérol ; les quantités de BMP sont exprimées en pmol.  

 

16.3.2.2.1 Effet sur le contenu en cholestérol des macrophages et EV sécrétées 

 

Le cholestérol (libre et estérifié) a été quantifié par GC-FID. Après 24h d’incubation, le 

cholestérol libre intracellulaire double en moyenne avec la condition acLDL co-incubées ou 

non avec du PG par rapport aux cellules contrôles ou incubées avec le PG seul, tandis qu’il est 

augmenté d’environ 7 fois pour la condition acLDL+U18666A par rapport aux cellules 

contrôles. De plus comme attendu, le cholestérol estérifié est fortement augmenté d’environ 30 

fois en moyenne dans les cellules traitées avec les acLDL co-incubées ou non avec du PG par 

rapport aux cellules contrôles ou incubées avec le PG seul, tandis qu’il n’augmente que de 10 

fois pour la condition acLDL+U18666A par rapport aux cellules contrôles, en accord avec le 

mécanisme d’action de cette amine hydrophobe (résultats non présentés). 

Après 48 h de sécrétion en milieu conditionné, le cholestérol libre intracellulaire a été 

analysé (figure 98). On observe la persistance de l’augmentation du cholestérol libre 

intracellulaire, quoique non significative, pour les conditions acLDL et acLDL+ PG par rapport 

aux cellules contrôles, alors que l’incubation avec le PG seul modifie peu son contenu par 

rapport aux cellules contrôles comme déjà observé (Delton-Vandenbroucke et al., 2007).  

Seules les cellules traitées avec les acLDL et l’U18666A maintiennent une quantité de 

cholestérol libre significativement augmentée par rapport aux cellules contrôles, mais aussi aux 

autres conditions, alors que la proportion de cholestérol estérifié est toujours inférieure à celle 

avec les acLDL seules (résultats non présentés). Ces résultats confirment donc que le 

cholestérol libre est bien séquestré dans les endosomes lors du traitement par l’U18666A. De 
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plus, la proportion de cholestérol estérifié intracellulaire est toujours augmentée pour les 

conditions acLDL et acLDL+ PG par rapport aux cellules contrôles ou incubées avec le PG 

seul, suggérant que l’estérification du cholestérol libre et donc son transport vers le réticulum 

endoplasmique n’est pas perturbé dans ces conditions (résultats non présentés). Comme observé 

pour le cholestérol libre, l’incubation avec le PG seul ne modifie pas le contenu intracellulaire 

en cholestérol estérifié par rapport aux cellules contrôles. 

 

 
Figure 98 : quantité de cholestérol cellulaire en AU/mg de protéines, moyenne +/- sem, contrôle n=6, PG n=3, 

aLDL U18 n =3, acLDL n =6, acLDL PG n=3 (RAW 264.7, GC-FID) 

 

Le cholestérol libre présent dans les exosomes après 48h de sécrétion a été analysé 

(figure 99 A et B). Bien que les variations observées ne soient pas statistiquement significatives 

entre les différentes conditions, on peut noter certaines différences qui pourraient être 

dépendantes du niveau de surcharge intracellulaire en cholestérol et de ses voies de transport 

intracellulaire.  

La quantité de cholestérol libre retrouvée dans les EV (exprimée relative aux protéines 

exosomales) diminue pour les cellules incubées avec le PG seul par rapport aux cellules 

contrôles et aussi pour les conditions acLDL+ PG par rapport aux cellules incubées avec les 

acLDL seules. De plus, le cholestérol libre des EV diminue plus fortement pour acLDL+ U18 

par rapport aux cellules incubées avec les acLDL seules et aux cellules contrôles (figure 99 A). 

Ceci suggère que la composition des EV en cholestérol libre ne dépend pas seulement de la 
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quantité de cholestérol libre dans le compartiment endo-lysosomal mais aussi des possibilités 

de sortie de ce compartiment dépendante du taux de BMP intra-endosomal (voir plus loin) ou 

du transfert vers le reticulum.  

De façon à évaluer l’effet des différentes conditions sur la quantité de cholestérol que 

les cellules peuvent sécréter, la quantité de cholestérol libre associé aux EVs a été exprimée par 

million de cellules RAW 264.7 (figure 99 B). Pour les conditions PG, acLDL+ U18 et acLDL 

la quantité de cholestérol libre sécrété par les cellules et associé aux EV diminue par rapport 

aux cellules contrôles. Toutefois, la coincubation des acLDL avec le PG permet de restaurer la 

diminution observée avec les acLDL seules. 

Tous ces résultats suggèrent que l’incubation des macrophages avec le PG stimule la 

sécrétion de cholestérol libre associé aux EV après co-incubation avec les acLDL sans induire 

d’enrichissement des EV en cholestérol libre. Ceci corrèle avec la stimulation de la sécrétion 

des EVs (en nombre de vésicules et en protéines) observées pour les conditions acLDL+ PG 

par rapport aux cellules traitées uniquement avec des acLDL ou du PG. 

 
Figure 99 : A : quantité de cholestérol exosomal en AU/mg de protéines, moyenne +/- sem, contrôle n=6, PG n=3, 

aLDL U18 n=3, acLDL n =6, acLDL PG n=3 ; B : qauntité de cholestérol en AU/million de cellules, moyenne +/- sem, 

contrôle n=6, PG n=3, aLDL U18 n =3, acLDL n =6, acLDL PG n=3, EV obtenu par UF-UC (RAW 264.7, GC-FID) 
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16.3.2.2.2 Effet sur le contenu et la composition du BMP 

 

Les études précédentes du laboratoire (Bouvier et al., 2009) et d’autres équipes 

(Ilnytska, Jeziorek, et al., 2021; Ilnytska, Lai, et al., 2021) ont démontré que 24h d’incubation 

avec du di oléate PG augmente sélectivement le contenu intracellulaire du BMP, en particulier 

l’espèce di-oléate BMP, sans modification des PC et PE. De plus aucune accumulation 

intracellulaire de di-oléate PG, ni de modification du cardiolipide ne sont observées (Bouvier 

et al., 2009).  

Ainsi comme attendu après 24h de stimulation (avant la mise à sécrétion), le di-oléate 

BMP est augmenté 13 fois pour le groupe 30µM PG et 5 fois pour le groupe acLDL +PG par 

rapport au groupe contrôle. 

La quantification du contenu total et des espèces moléculaires du BMP après 48h de 

sécrétion en milieu conditionné est présentée dans le tableau 59 et la figure 100. Aucune 

différence significative du contenu total en BMP et de toutes ses espèces moléculaires n’est 

observée pour les cellules du groupe PG seul par rapport au groupe contrôle. Toutefois, l’espèce 

majoritaire di-oléate BMP est toujours légèrement plus augmentée représentant respectivement, 

48,5 % et 45,1% des espèces du BMP dans les cellules du groupe PG par rapport au groupe 

contrôle. Ceci suggère qu’après 48h de sécrétion, le contenu intracellulaire en BMP est revenu 

dans des proportions normales.  

L’incubation avec les acLDL seules ou co-incubées avec le PG augmente, quoique non 

significativement, le contenu total en BMP par rapport aux cellules contrôles. On remarque une 

modification dans les proportions relatives des différentes espèces moléculaires, en particulier 

une augmentation des espèces saturées : en moyenne 34% et 18% dans le groupe acLDL et 

acLDL+PG respectivement, et la diminution des espèces polyinsaturées : en moyenne 28% et 

31% dans le groupe acLDL et acLDL+PG respectivement par rapport aux cellules contrôles où 

elles représentent en moyenne 14% et 37%, respectivement. Bien que nous n’ayons pas analysé 

la composition en acides gras totaux des acLDL utilisées, ces variations seraient plutôt dues à 

l’apport lipidique via ces lipoprotéines comme le suggère la différence de composition en esters 

de cholestérol des cellules avec ou sans incubation avec les acLDL (résultats non 

présentés,(Delton-Vandenbroucke et al., 2007)). Toutefois, le di oléate BMP représente 
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toujours l’espèce majoritaire dans le groupe acLDL+PG (en moyenne 44%) alors qu’il ne 

représente que 33% des espèces de BMP dans le groupe acLDL.  

Enfin, l’incubation des cellules avec les acLDL+U18 augmente significativement le 

contenu total et les espèces moléculaires de BMP par rapport aux cellules contrôles. Mais à la 

différence de l’effet sélectif du di oléate PG sur l’augmentation du di oléate BMP, on remarque 

que l’augmentation du BMP est liée à l’augmentation des espèces saturées, particulièrement au 

di palmitate BMP qui représente en moyenne 37% des espèces de BMP alors qu’il ne représente 

que 13% de celles des cellules contrôles, tandis que le di oléate BMP ne représente plus que 

24% des espèces. Ceci suggère que l’augmentation du BMP induite par l’U18666A est liée non 

seulement à la surcharge en cholestérol induite par l’U18666A comme déjà observé par  

Chevallier et al 2008 pour les cellules BHK, mais aussi à la perturbation du métabolisme 

intraendosomal du BMP (Chevallier et al., 2008). 
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Tableau 59 : Quantification des espèces moléculaires du BMP cellulaire en nmol/mg de prot, moyenne +/- sem, contrôle n=6, PG n=3, aLDL U18 n =3, acLDL n =6, acLDL PG n=3 

(un tableau se trouve en annexe pour la correspondance des acide gras) (RAW 264.7, HPLC-MS/MS) 
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Figure 100 : Différences significatives des espéces moléculaires du BMP cellulaires analysées entre les différént traitement p<0.05, moyenne +/- sem , contrôle n=6, PG n=3, aLDL 

U18 n =3, acLDL n =6, acLDL PG n=3 (RAW 264.7, HPLC-MS/MS) 
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L’analyse du BMP ne détecte à nouveau que l’espèce di-oléate BMP dans les EV 

sécrétées par les cellules contrôles ou après les différents traitements. La figure 101 A 

représente la quantité de BMP en fonction de la quantité de protéines des EV, ce qui nous 

permet de comparer l’enrichissement en BMP des vésicules. Les cellules traitées avec le PG et 

co-incubées ou non avec les acLDL sécrètent significativement plus de BMP que les cellules 

contrôles. De plus, l’enrichissement des vésicules en BMP est plus élevé pour les cellules 

incubées avec les acLDL+PG qu’avec les acLDL seules, suggérant donc le lien entre la 

composition et sécrétion des EV et les taux intracellulaires de BMP et de cholestérol. Les 

cellules incubées avec les acLDL en présence ou non d’U18666A sécrétent aussi plus de BMP 

associé aux EV que les cellules contrôles, bien que de façon non significative.  

Pour évaluer plus précisément l’effet des différentes conditions sur la sécrétion de BMP 

associé aux EV, la quantité de BMP dans les EV est exprimée par million de cellules (figure 

101 B). Le traitement par le PG seul ou en présence des acLDL augmente la capacité des 

cellules à sécréter du BMP, bien que de façon non significative, par rapport aux cellules 

contrôles ou aux cellules traitées avec les acLDL seules. Le traitement acLDL+ U18 augmente, 

dans une moindre proportion, la sécrétion du BMP associé aux EV, par rapport aux cellules 

contrôles ou aux cellules traitées avec les acLDL seules. Les acLDL seules ne font pas varier 

la quantité de BMP sécrétée par million de cellules.  

 
Figure 101 : A : Quantité de di-oléate BMP exosomal en nmol/mg de protéines, moyenne +/- sem , contrôle n=6, 

PG n=3, aLDL U18 n =3, acLDL n =6, acLDL PG n=3; différences significatives entre les différents traitements p<0.05 ;  

B : quantité de BMP exosomale en nmol/million de cellules, moyenne +/- sem, contrôle n=6, PG n=3, aLDL U18 n =3, 

acLDL n =6, acLDL PG n=3, différences significatives entre les différents traitements p<0.05 , EV obtenu par UF-UC 

(RAW 264.7, HPLC-MS/MS) 

 

 

Cette thèse est accessible à l'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2021LYSEI098/these.pdf 
© [M. Rabia], [2021], INSA Lyon, tous droits réservés



 

259 

 

Conclusion 

 

Le but de cette étude était d’étudier le rôle du BMP dans la sortie du cholestérol 

cellulaire, via les exosomes lors d’une surcharge en cholestérol des macrophages RAW264,7 

induite par les LDL acétylées. Bien que certains des résultats ne donnent pas de données 

statistiquement significatives dans nos conditions expérimentales, des conclusions intéressantes 

peuvent être retenues et utiles pour de futures expériences.  

La surcharge en cholestérol intracellulaire induite par l’incubation des macrophages 

avec les acLDL entraine la diminution de la sécrétion du cholestérol associé aux exosomes. La 

co-incubation des acLDL avec le PG pour augmenter le BMP intracellulaire, permet de rétablir 

la sécrétion du cholestérol exosomal à des niveaux semblables aux cellules contrôles. De plus, 

l’enrichissement des vésicules en BMP pour les cellules incubées avec les acLDL+PG par 

rapport aux cellules incubées avec les acLDL seules, suggère aussi un lien entre la composition 

des EV et leur sécrétion. Ceci corrèle aussi avec la stimulation de la sécrétion des EVs (en 

nombre de vésicules et en protéines) observées après incubation des cellules avec les acLDL+ 

PG par rapport aux cellules traitées uniquement avec des acLDL ou du PG. Tous ces résultats 

suggèrent donc un lien entre le taux de BMP intracellulaire et la sécrétion de cholestérol via les 

exosomes. De plus, cette étude confirme nos résultats préliminaires montrant que les 

macrophages enrichis en BMP sécrètent des EV caractérisées comme exosomes, enrichis en 

BMP et contenant du cholestérol (voir Chap 16.1). 

Toutefois, ces résultats montrent aussi que la sécrétion du cholestérol via les exosomes 

dépend non seulement du taux de BMP mais aussi de la concentration de cholestérol 

intracellulaire. Comme déjà observé par Chevallier et al 2008 (Chevallier et al., 2008), les 

proportions relatives du cholestérol et du BMP dans le compartiment endo-lysosomal sont 

importantes pour réguler la capacité de stockage en cholestérol dans ce compartiment. Nous 

montrons ici qu’elles semblent réguler aussi la sortie du cholestérol via les exosomes. Toutefois, 

des analyses quantitatives des ratios BMP/cholestérol dans les cellules et les EV sont 

nécessaires pour améliorer la compréhension du rôle du BMP et du cholestérol dans la sécrétion 

des exosomes. Ces hypothèses sont regroupées dans la partie discussion. 
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Nos travaux ont permis d’apporter des informations sur les espèces moléculaires du 

BMP mais aussi d’autres lipides de cellules et vésicules extracellulaires sécrétées après 

différentes conditions de stimulation. Trois types d’échantillons biologiques ont été analysés: 

des urines humaines (seulement le BMP), des macrophages murins (RAW 264.7) et des 

fibroblastes humains. Ces analyses ont été effectuées en conditions contrôles, ou lors de 

surcharges endolysosomales médicamenteuses (induites par l’amiodarone ou la chloroquine), 

génétiques (fibroblastes NPC) et pharmacologiques (surcharge réalisée via les acLDL).  

Nous apportons grâce à notre étude, des données molaires sur les quantités de BMP 

intracellulaire et présent dans les EV. Pour le cholestérol, les autres principaux 

glycérophospholipides, les Cer et les SM, nous n’apportons pas de données massiques ou 

molaires, cependant, nos résultats permettent d’évaluer les variations relatives de chaque lipide 

dans nos conditions expérimentales.  

De plus, la présence du BMP dans les exosomes sécrétées par les cellules RAW264.7 et 

HEK 293 et d’urine a pu être démontrée par immunogold pour la première fois durant cette 

thèse. Le rôle du BMP comme biomarqueur de perturbation endosomale a pu être confirmé 

dans l’étude clinique sur des sujets traités par l’amiodarone (Rabia et al., 2020). L’amiodarone 

entraine une augmentation de la sécrétion d’exosomes dans les urines de patients traités, mais 

aussi par les macrophages RAW 264.7. Cependant Piccoli et al ont montré que des cellules 

rénales (BHK et VERO) traitées avec de l’U18666A pour mimer un phénotype NPC et de 

l’amiodarone, ne sécrètent pas plus d’exosomes que des cellules non traitées par l’amiodarone 

(Piccoli et al., 2011). Les études ont été réalisées avec des types cellulaires et des traitements 

différents, suggérant que l’amiodarone n’a pas le même effet en fonction du type cellulaire. 

Nous montrons aussi qu’il est possible d’augmenter la quantité de BMP sécrété et associé aux 

EV par des cellules RAW en utilisant le di-oléate PG, le précurseur du BMP.  

Notre étude de surcharge en cholestérol, médiée par les acLDL et couplée à une 

augmentation du BMP intracellulaire, n’a pas donné de résultat statistiquement significatif sur 

la sortie de cholestérol via les exosomes. Néanmoins, on constate une augmentation de la sortie 

du cholestérol via les exosomes par rapport aux cellules incubées avec les acLDL seules ainsi 

qu’une augmentation de la sécrétion des vésicules (en nombre de vésicules et en protéines). 

Une étude récente réalisée par l’équipe de Judith Storch suggère aussi le rôle du BMP dans la 

sortie du cholestérol via les exosomes (Ilnytska, Jeziorek, et al., 2021). En effet dans cette étude, 

Cette thèse est accessible à l'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2021LYSEI098/these.pdf 
© [M. Rabia], [2021], INSA Lyon, tous droits réservés



 

262 

 

la sortie de cholestérol par la voie des exosomes a été stimulée en augmentant la concentration 

de BMP intracellulaire via le PG. Cette étude a été réalisée sur des fibroblastes mutés pour 

NPC1, ce qui induit une perturbation du trafic du cholestérol, le stockant dans les endosomes. 

Nous avons utilisé une lignée de macrophages (RAW 264.7) qui, ne sont pas déficients en 

NPC1. N’ayant pas de perturbation du trafic initial dans la sortie du cholestérol des endosomes, 

il est possible que la voie des exosomes ne soit pas suffisamment stimulée, ne permettant pas 

d’observer de véritables variations significatives. En effet, la sortie du cholestérol via les 

exosomes semble être une voie minoritaire (Ilnytska, Jeziorek, et al., 2021; Strauss et al., 2010). 

De plus, le temps de sécrétion des cellules est différent: moins de 24h alors que 48h pour la 

nôtre. Les macrophages sont connus pour sécréter beaucoup d’EV mais également pour leur 

importante fonction d’endocytose/phagocytose favorisant la captation des EV. Il est donc 

possible que 48h de sécrétion soit trop long pour observer la sécrétion des exosomes enrichis 

en cholestérol. De plus, lors de l’étude comparative entre les fibroblastes de sujet sains et les 

patients NPC, nous n’avons pas pu quantifier le cholestérol dans les EV. Cependant, nous avons 

constaté une augmentation de la sécrétion des exosomes pour les cellules NPC, confirmant ainsi 

les résultats obtenus par Strauss et al et Ilnytska et al (Ilnytska, Jeziorek, et al., 2021; Strauss et 

al., 2010). Au vu de ces résultats, il faut poursuivre l’étude du BMP dans la sécrétion du 

cholestérol via les exosomes. Il serait intéressant de réaliser des expériences sur des cellules 

déficientes en NPC1 et/ou NPC2, permettant ainsi de retrouver un phénotype NPC et donc 

d’empêcher le cholestérol de sortir des endosomes par les voies habituelles. Cependant, il 

semblerait que seule NPC 2 soit nécessaire pour la sécrétion de cholestérol via les EV/ 

exosomes. En effet, des études ont montré que lors d’une déficience en NPC1 mais en présence 

de NPC2 fonctionnelle, l’augmentation du BMP intracellulaire via son précurseur (McCauliff 

et al., 2019) ou bien son apport direct (Chevallier et al., 2008) entraine une diminution du 

cholestérol des endo-lysosomes. Cette diminution serait due en partie à une augmentation de la 

sécrétion exosomale (Ilnytska, Jeziorek, et al., 2021), mais aussi via la stimulation de 

l’autophagie (Ilnytska, Lai, et al., 2021). La protéine NPC 1 ne jouerait pas de rôle dans le 

mécanisme de sécrétion du cholestérol via les exosomes, en effet lors de l’augmentation du 

BMP intracellulaire via le PG dans des cellules NPC 2 déficientes, la concentration en 

cholestérol des endo-lysosomes n’est pas modifiée (Ilnytska, Jeziorek, et al., 2021; McCauliff 

et al., 2019). De plus, il serait nécessaire d’utiliser des cellules contenant de façon 

phsysiologique de fortes quantités de BMP comme les macrophages ce qui permettrait d’étudier 

plus facilement ce phospholipide. Actuellement les études réalisées ne portent que sur 
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l’augmentation du di-oléate BMP via le di-oléate PG. Il serait intéressant d’augmenter la 

concentration d’autres espèces moléculaires du BMP. Il est possible de l’augmenter en 

enrichissant le milieu de culture avec du DHA et de la vitamine E (Bouvier et al., 2009). 

L’insaturation jouant un rôle important dans la fusion membranaire, l’augmentation des espèces 

insaturées du BMP permettrait peut-être de stimuler la formation d’exosomes. Ensuite au vu 

des résultats, il serait important de réaliser des études sur les ratios BMP/cholestérol 

intracellulaire qui permettraient peut-être de faire varier la sécrétion de cholestérol exosomal. 

En effet, lorsque la concentration en cholestérol cellulaire est normale, l’augmentation du BMP 

intracellulaire entraine une diminution de la sécrétion exosomale de cholestérol. Mais lors d’une 

augmentation du cholestérol et du BMP cellulaire, on observe la normalisation de la sécrétion 

exosomale du cholestérol. Ceci suggère donc bien un lien entre les concentrations en cholestérol 

et BMP cellulaire pour la sortie du cholestérol via les exosomes. Enfin, la cinétique de sécrétion 

des exosomes est très importante. Il faudrait donc réaliser des études de cinétique de production 

exosomale lors de surcharge en cholestérol dans différents modèles cellulaires, en particulier 

en lien avec le phénotype NPC. 

 Il faut poursuive ces analyses pour utiliser le BMP comme outil thérapeutique comme 

suggéré par Judith Storch avec des analogues de PG (Ilnytska, Jeziorek, et al., 2021) ou  des 

composés régulant le métabolisme du BMP (Ilnytska, Lai, et al., 2021). En effet, si le BMP 

permet d’augmenter la sécrétion du cholestérol via les exosomes, il permettrait peut-être de 

soulager les patients atteints de maladie de surcharge en cholestérol comme la NPC. Pour cela, 

il faudrait par exemple, réaliser des études animales sur des modèles de NPC murins (Ilnytska, 

Lai, et al., 2021). Il serait intéressant d’utiliser des régimes riches en PG ou en BMP afin de 

vérifier s’il est possible d’augmenter la quantité de BMP dans l’organisme et ainsi, faire sortir 

plus de cholestérol de l’organisme. Il serait également possible de moduler les espèces 

moléculaires du BMP via des régimes spécifiques.  

Le BMP n’est pas seulement associé aux maladies de surcharge en cholestérol. Sa 

quantité se retrouve également augmentée dans de nombreuses maladies de surcharge 

lysosomale comme la maladie de Sandhoff, de Fabry, etc. (Akgoc et al., 2015; Meikle et al., 

2008) (Abe & Shayman, 2009; Hullin-Matsuda et al., 2009; Linke, Wilkening, Lansmann, et 

al., 2001). Dans le plasma de sujets contrôles, 40% du BMP plasmatique est présent dans les 

lipoprotéines contre 80% pour le BMP circulant des sujets atteints de la maladie de Gaucher 

(Meikle et al., 2008). Il faudrait réaliser des expériences sur ces différentes maladies pour voir 
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si l’augmentation du BMP permet par exemple d’augmenter la sécrétion des lipides non 

dégradés, ou bien d’augmenter la dégradation des lipides. En effet, le BMP permet d’augmenter 

la dégradation de certains lipides comme les SL en stimulant par exemple la céramidase acide 

(Linke, Wilkening, Sadeghlar, et al., 2001) et la sphingomyélinase acide (Linke, Wilkening, 

Lansmann, et al., 2001). Les SM et surtout les céramides sont connus pour jouer un rôle dans 

la sécrétion des exosomes (Trajkovic et al., 2008; Verderio et al., 2018). Ansi, l’inhibiteur de 

la nSMase2 sphingomyélinase neutre GW4869 (Blanc & Vidal, 2018) est utilisé pour bloquer 

la sécrétion d’exosomes. Il est donc intéressant d’étudier la modulation de la concentration et 

les espèces moléculaires du BMP cellulaire sur des troubles de surcharge en SL comme la 

maladie de Sandhoff, de Fabry, de Gaucher etc., afin de savoir, si le BMP permet le 

dégorgement ou bien la dégradation de ces SL. 

Lors d’une étude portant sur les perturbations de la voie endosomale et autophagique en 

lien avec les maladies neurodégénératives, Miranda et al ont pu mettre en évidence une 

augmentation de la sécrétion d’exosomes enrichis en BMP et en fragments du précurseur de la 

protéine amyloïde (Miranda et al., 2018; Miranda & Paolo, 2018). La protéine β amyloïde est 

un composant des plaques amyloïdes qui sont présentes lors de la maladie d’Alzheimer. Le 

BMP pourrait être utilisé comme marqueur extracellulaire de l’évolution des maladies 

neurodégénératives. Pour cela, il faudrait réaliser des études pour vérifier la présence du BMP 

dans le liquide céphalorachidien et corréler la concentration en BMP dans le liquide 

céphalorachidien et l’évolution de la maladie comme étudié récemment pour la maladie de 

Parkinson (Fuji et al. 2015). 

 

Bien que cette thèse se focalise sur la sécrétion du cholestérol via les exosomes, d’autres 

mécanismes ont été observés, principalement sur des cellules NPC. Vacca et al ont mis en 

évidence une sécrétion lysosomale. Cette dernière est dépendante du calcium et induite par 

l’utilisation de la cyclodextrine à faible dose. La cyclodextrine faciliterait la redistribution du 

cholestérol intracellulaire, en particulier sa sortie du compartiment endo-lysosomal, puis sa 

sécrétion des cellules, expliquant son potentiel thérapeutique dans le traitement de la NPC. Ce 

mécanisme de sécrétion lysosomale dépendant du canal calcique MCOLN1 permettrait de faire 

diminuer le cholestérol et le BMP intracellulaire (Vacca et al., 2019). Dans cette étude, les 

cellules utilisées sont des cellules BHK et HeLa. Juhl et al ont montré une sortie du cholestérol 
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via les ectosomes. Cette étude est réalisée avec des fibroblastes humains mutés pour NPC2. 

Lors de l’incubation de ces cellules avec la protéine NPC2 recombinante et fonctionnelle, la 

quantité de cholestérol cellulaire est diminuée. Le cholestérol est alors sécrété sous la forme 

d’EV considérées comme des ectosomes par les auteurs. Dans ces ectosomes, le BMP et le 

cholestérol colocalisent (Juhl et al., 2021). Dans notre étude, nous n’excluons pas qu’une partie 

du cholestérol puisse sortir via d’autres EV que les exosomes. De plus, Juhl et al ont observé 

des ectosomes de taille comprise entre 500 et 1 200 nm (Juhl et al., 2021). Donc nous n’avons 

pas pu les analyser puisque nous avons filtré au préalable à 200nm pour isoler les exosomes. Il 

faudrait réaliser des études sur la sécrétion de ces vésicules en les isolant sans filtrer pour les 

purifier.  

Le BMP peut être utilisé comme biomarqueur de perturbation endosomale (Hullin-

Matsuda et al., 2009; Platt et al., 2018; K. L. Thompson et al., 2012). Notre équipe a pu montrer 

que le BMP urinaire était un marqueur de perturbation endosomale lors de l’utilisation de 

l’amiodarone (Rabia et al., 2020). Il faudrait poursuivre ces études en utilisant des traitements 

impliquant d’autres CAD, par exemple la chloroquine (antimalarial), l’amitriptyline 

(antidépresseur), la gentamicine (antibiotique/antibactérien), le ketoconazole (antifongique), le 

triparanol (inhibiteur de la synthèse de cholestérol/statine) (Breiden & Sandhoff, 2019). Dans 

un premier temps, des études pilotes (humaines) doivent être réalisées pour vérifier si le BMP 

peut être utilisé comme biomarqueur non invasif lors du traitement prolongé avec ces 

différentes CAD. Si oui, il serait intéressant de réaliser des études cliniques plus approfondies, 

avec des sujets à différents stades de traitement. Une corrélation entre la concentration en BMP 

et le degré de l’intoxication par les CAD pourrait ainsi être observée, permettant d’adapter le 

traitement en fonction de la gravité de l’intoxication, évitant ainsi des troubles plus sévères ou 

irréversibles. 

 

Le BMP urinaire semble être le reflet du BMP de l’organisme (Rabia et al., 2020). En 

effet, lors de l’étude pilote, nous avons pu analyser environ 20 espèces moléculaires de BMP 

associé aux EV urinaires, alors qu’une seule est détectée lors de l’analyse du BMP dans les EV 

sécrétées par les RAW264.7. Il faut donc poursuivre l’analyse du BMP exosomal issu d’autres 

types cellulaires, permettant peut-être d’obtenir une signature « BMP exosomal » dépendante 

du type cellulaire. L’augmentation spécifique de certaines espèces moléculaires du BMP 
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pourrait ainsi être utilisée comme biomarqueur spécifique de souffrance d’un tissu en 

particulier. Enfin, nous avons montré dans cette thèse que le BMP est présent dans des EV 

caractérisées comme des exosomes. En effet, ils sont sécrétés dans des urines humaines (Rabia 

et al., 2020), par des macrophages (RAW 264.7) et par des cellules  rénales (HEK 293)(Rabia 

et al., 2020). Il faut poursuivre l’analyse du BMP exosomal dans d’autres types cellulaires ou 

fluides biologiques (sang, liquide céphalorachidien) pour confirmer l’importance du BMP 

comme marqueur lipidique des exosomes. 

Un aspect important de l’étude du BMP restant à explorer porte sur sa synthèse et sa 

dégradation. En effet à l’heure actuelle, la synthèse du BMP n’est pas encore élucidée (Hullin-

Matsuda et al., 2009). En effet, les enzymes de sa synthèse ne sont pas toute connues, 

empêchant actuellement de diminuer ou/et augmenter la concentration de BMP intracellulaire 

par génie génétique (diminution via KO génétique, augmentation via surexpression des 

enzymes). Actuellement nous pouvons augmenter le BMP cellulaire : 

- soit, en utilisant son précurseur le PG (Amidon et al., 1995, 1996; Arnal-Levron et al., 

2019; Bouvier et al., 2009; Ilnytska, Jeziorek, et al., 2021; Ilnytska, Lai, et al., 2021; Poorthuis 

& Hostetler, 1976, 1978; Somerharju & Renkonen, 1980; Thornburg et al., s. d.; Waite et al., 

1987, 1990). 

- soit, en réalisant un « jeûne » cellulaire, permettant d’augmenter la concentration de 

BMP par l’augmentation du flux autophagique (Grabner et al., 2020; Luquain et al., 2000).  

Il est aussi possible de diminuer la quantité de BMP cellulaire, en diminuant l’expression de la 

protéine ALIX via siARN (Chevallier et al., 2008), cependant ALIX est impliquée dans 

plusieurs processus de trafic cellulaire pouvant donc interférer avec le métabolisme cellulaire. 

Il faut donc poursuivre nos efforts pour élucider cette synthèse pour nous permettre de modifier 

via génie génétique la concentration de BMP.  

 

Il a déjà été montré qu’un apport en DHA couplé à la vitamine E permet d’augmenter 

la quantité de di-DHA BMP (Bouvier et al., 2009). Il serait intéressant de réaliser des études de 

régime alimentaire pour permettre de moduler les espèces moléculaires du BMP permettant 

ainsi d’améliorer les fonctions du BMP. En effet il semblerait que le di-DHA BMP jouerait le 

rôle d’antioxydant contre les oxystérols (Arnal-Levron et al., 2019). De plus, l’augmentation 

Cette thèse est accessible à l'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2021LYSEI098/these.pdf 
© [M. Rabia], [2021], INSA Lyon, tous droits réservés



 

267 

 

de l’insaturation aide à la fluidité membranaire et donc à la fusion des membranes. Subra et al 

ont émis l’hypothèse que le BMP jouerait un rôle dans la sécrétion des exosomes grâce à ses 

propriétés fusogéniques (Subra et al., 2007). Le BMP aiderait à la fusion entre les MVB et la 

membrane plasmique ce qui permettrait la sécrétion des exosomes. Pour jouer son rôle 

fusogénique, le BMP doit être en conformation sn-2 :sn-2’ (Carrière et al., 2020; Matsuo et al., 

2004). Cette isomérie n’est présente que dans des conditions acides (chapitre15.4), c’est-à-dire 

que le BMP doit être présent au niveau du feuillet interne de la membrane des MVB, pour aider 

à cette fusion. Les doubles liaisons des acides gras entrainent des cassures dans leurs chaines 

aliphatiques, augmentant leur encombrement stérique et donc la fluidité membranaire. Il serait 

intéressant donc d’augmenter les espèces moléculaires du BMP riche en acide gras 

polyinsaturés comme le di-DHA BMP. L’équipe a déjà montré qu’il est possible d’enrichir 

spécifiquement le BMP en DHA en incubant des macrophages avec du DHA sous différentes 

formes (Besson et al., 2006; Bouvier et al., 2009) ou lors de régimes riches en DHA chez la 

souris (Bouvier et al., 2009). Il serait intéressant d’utiliser ces protocoles pour modifier la 

composition du BMP intracellulaire, et d’étudier la sécrétion exosomale. Si le BMP participe 

bien à la sécrétion des exosomes, on pourra observer une corrélation entre la modification des 

espèces moléculaires du BMP et la modification de la sécrétion exosomale. Des études sur le 

BMP et la sécrétion exosomale sont encore nécessaires pour mieux appréhender les 

mécanismes mis en jeu.  

 

Concernant la dégradation du BMP, peu de choses sont encore très claires. Le squelette 

de glycérol du BMP a une très longue vie, mais les acides gras ont un fort turn over (Huterer & 

Wherrett, 1986). Des enzymes ayant la capacité de dégrader in vitro le BMP ont été décrites  

(Breiden & Sandhoff, 2021; Cochran et al., 1987; Grabner et al., 2020; Ito et al., 2002; Luquain 

et al., 2000; Matsuzawa & Hostetler, 1980; Pribasnig et al., 2015; Record et al., 2011). 

Néanmoins, certaines sont uniquement cytoplasmiques comme l’ABHD6 (Grabner et al., 2020; 

Pribasnig et al., 2015) ou la PLRP2 (Record et al., 2011), ou bien la lipase de R.arrhizus issue 

d’un champignon,  utilisée  lors d’expériences in vitro   (Luquain et al., 2000). Or le BMP ne 

se retrouvant que dans le compartiment endosomal, il n’y a théoriquement pas d’interaction 

possible entre le BMP et ces enzymes. Néanmoins, lors de la back fusion endosomale, le BMP 

se retrouve au niveau du feuillet cytoplasmique des endosomes (Falguières et al., 2009; 

Gruenberg, 2020; Luyet et al., 2008). Le BMP participe à la back fusion en collaboration avec 
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des partenaires protéiques comme ALIX ou les ESCRT (Gruenberg, 2020). Cette localisation 

au niveau du feuillet externe des endo-lyosomes après la back fusion, permettrait aux enzymes 

cytoplasmiques d’avoir accès au BMP et donc de le dégrader. La back fusion médiée par le 

BMP est-elle due à la nécessité de dégorger les endosomes, ou bien est-elle nécessaire pour la 

dégradation du BMP ? Des études complémentaires sur le catabolisme du BMP doivent être 

réalisées pour mieux appréhender les mécanismes mis en jeu.  

 

Lors de l’analyse du BMP en RP-HPLC, 3 isomères sont caractérisés: sn-3:sn-3’, sn-

2:sn-2’, sn-2:sn-3’/sn-3:sn-2’ (qui co-éluent sur la colonne). En condition acide (condition 

native du BMP), il se trouve majoritairement en position sn-2:sn-2’. En condition de pH neutre, 

il se trouve majoritairement en position sn-3:sn-3’. La position sn-2:sn-2’ se retrouve 

majoritairement au niveau intracellulaire, la position sn-3:sn-3’ se trouve majoritairement dans 

les exosomes présents dans des milieux de culture qui ont un pH neutre. Les positions, sn-2:sn-

3’, sn-3:sn-2’ se trouvent être des positions intermédiaires du BMP qui interviennent lors d’un 

changement de pH. Elles sont retrouvées majoritairement dans des EV de milieu faiblement 

acide comme les urines. Cette différence d’isomérie permettrait de définir la localisation du 

BMP dans les feuillets des membranes. En effet dans les endosomes, le BMP est en position 

sn-2:sn-2’, il se retrouve donc dans un milieu acide. Dans les endosomes, deux types de pH 

existent : un pH acide présent dans le lumen des endosomes et un pH neutre présent dans le 

lumen des ILV des endosomes. En effet, les ILV sont issues de l’invagination de la membrane 

des endosomes vers leurs lumens. Les ILV ainsi formées contiennent dans leurs lumens des 

éléments cytoplasmiques, induisant un pH neutre du moins peu de temps après leur formation 

(Falguieres et al., 2009). Le lumen des endo-lyosomes a un pH acide dû à l’action de la 

VATPase. Cette pompe à proton entraine la diminution du pH de 6,9 (endosome précoce) 

jusqu’à 4,6 (lysosomes) (Scott et al., 2014; Scott & Gruenberg, 2011).  Donc le BMP se retrouve 

dans les endosomes au niveau du feuillet externe des ILV, et au niveau du feuillet interne des 

endosomes. Dans le cas de la back fusion, il se trouve au niveau du feuillet externe des 

endosomes (Gruenberg, 2020). Au niveau des EV, différents isomères de BMP sont retrouvés 

en fonction du pH : par exemple, dans les urines qui ont un pH faiblement acide, il sera sous 

forme sn-2:sn-2’, sn-2:sn-3’, sn-3:sn-2’. Dans les EV secrétées par les cellules RAW dans un 

milieu de culture de pH neutre, le BMP est sous forme sn-3:sn-3’. Ces résultats suggérent que 

le BMP se trouve au niveau du feuillet externe des EV et donc des exosomes.  Cette conclusion 
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permet de renforcer l’hypothèse que les exosomes sont issus des endosomes et sont donc les 

ILV endosomales. Néanmoins il faut réaliser des études cinétiques et physico-chimiques sur la 

localisation membranaire du BMP, la sécrétion des exosomes, et l’isomérie du BMP pour 

permettre d’affirmer cette hypothèse. Les travaux récents utilisant la pHluorin vont permettre 

d’obtenir des informations plus précises sur les variations du pH intraluminal des ILV et des 

EV in vivo (Bebelman et al., 2020; Verweij et al., 2018) 

Lors de l’analyse du BMP en RP-HPLC, 3 isomères sont caractérisés: sn-3:sn-3’, sn-

2:sn-2’, sn-2:sn-3’/sn-3:sn-2’ (qui co-éluent sur la colonne). En condition acide (condition 

native du BMP), il se trouve majoritairement en position sn-2:sn-2’. En condition de pH neutre, 

il se trouve majoritairement en position sn-3:sn-3’. La position sn-2:sn-2’ se retrouve 

majoritairement au niveau intracellulaire, la position sn-3:sn-3’ se trouve majoritairement dans 

les exosomes présents dans des milieux de culture qui ont un pH neutre. Les positions, sn-2:sn-

3’, sn-3:sn-2’ se trouvent être des positions intermédiaires du BMP qui interviennent lors d’un 

changement de pH. Elles sont retrouvées majoritairement dans des EV de milieu faiblement 

acide comme les urines. Cette différence d’isomérie permettrait de définir la localisation du 

BMP dans les feuillets des membranes. En effet dans les endosomes, le BMP est en position 

sn-2:sn-2’, il se retrouve donc dans un milieu acide. Dans les endosomes, deux types de pH 

existent : un pH acide présent dans le lumen des endosomes et un pH neutre présent dans le 

lumen des ILV des endosomes. En effet, les ILV sont issues de l’invagination de la membrane 

des endosomes vers leurs lumens. Les ILV ainsi formées contiennent dans leurs lumens des 

éléments cytoplasmiques, induisant un pH neutre du moins peu de temps après leur formation 

(Falguieres et al., 2009). Le lumen des endo-lyosomes a un pH acide dû à l’action de la 

VATPase. Cette pompe à proton entraine la diminution du pH de 6,9 (endosome précoce) 

jusqu’à 4,6 (lysosomes)  ( Bebelman et al., 2020;Verweij et al., 2018) 

. 

Enfin pour conclure ces travaux, terminons par le rôle du BMP dans les infections 

virales. De nombreux virus détournent la voie endosomale pour infecter leur hôte. Les virus 

comme Ebola, VSV et d’autres utilisent le BMP pour sortir de la voie endosomale, éviter leur 

dégradation et ainsi infecter leur hôte (Carpio & Villalaín, 2020; Carrière et al., 2020; Luquain-

Costaz et al., 2020; Luyet et al., 2008; Stadler et al., 2008; Zaitseva et al., 2010). Au vu du 

contexte actuel, de la multiplication des infections virales (EBOLA, SARS-CoV, MARBUG) 
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et du peu de traitements actuellement efficaces, il est important d’étudier les différents 

mécanismes permettant de réduire les infections virales. En effet, les virus vont détourner le 

BMP lors de la back fusion, permettant ainsi au virus de sortir des endo-lyososmes et donc de 

poursuivre l’infection. De plus, le BMP participe aux flux lipidiques des endo-lyososomes et 

plus particulièrement au trafic du cholestérol. Il permet de réguler la quantité de cholestérol 

dans les endo-lysosomes, et donc la fluidité membranaire. En effet, des domaines riches en 

cholestérol permettent de limiter la fluidité membranaire et donc de diminuer la sortie des virus 

des endosomes. Il est donc important de réaliser des études sur le BMP lors d’infections virales 

pour obtenir plus d’informations et peut être utiliser le BMP comme cible/outil thérapeutique. 

Pour poursuivre cette partie sur le BMP et les virus, je propose la revue publiée par l’équipe en 

2020 qui se trouve en annexe et qui s’intitule : Bis (monoacylglycero) phosphate, an important 

actor in the host endocytic machinery hijacked by SARS-CoV-2 and related viruses (Luquain-

Costaz et al., 2020). 
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Annexes 1: Article 1: Bis(monoacylglycero)phosphate, a new lipid signature of 

endosome-derived extracellular vesicles 
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Données supplémentaires : 

Legends of supplemental figures         Rabia 

et al. 

Supplemental figure S1: A) Structure of amiodarone (hydrochloride) consisting of 

an hydrophobic moiety (benzofuran and diiodinated benzene ring) and an hydrophilic moiety 

with amine group characteristic of cationic amphiphilic drugs; B) Structure of diC22:6-BMP 

showing the unusual sn-1, sn-1’ stereoconfiguration of the glycerophospho-glycerol backbone 

(here with an S/S’ conformation) and the sn-2, sn-2’position of the acyl chains; C) Extracted 

ion chromatogram of BMP and PG internal standards showing the separation of the 3 

regioisomers of di C14:0-BMP (’, ’ and ’) and C14:0-PG that display similar precursor 

ion [M+NH4]
+  at m/z 684.3 but resulting respectively in the formation of monoacylglycerol 

MAG fragment (m/z 285.3) and diacylglycerol DAG fragment (m/z 495.6).  

Supplemental figure S2: Isolation and characterization of urinary extracellular 

vesicles. A) Shematic procedure of urinary EV purification using two-step ultracentrifugation 

without (plain lines) or with the reducing compound DTT (dotted lines); B) Western blot 

analysis of EV (lanes 1-4) and 200g-supernatant (S1, lane 5) from control urines using 

antibodies against EV protein markers ALIX, CD63 and CD81. Equal volumes of EV purified 

from 100ml (lanes 1-2) and 50ml (lanes 3-4) of urines pre-treated (lanes 1, 3) or not (lanes 2, 

4) with DTT were loaded on 11 % SDS-PAGE.  

Supplemental figure S3: A) Amiodarone treatment does not modify the renal 

function. Urinary creatinine expressed in mmol/L is mean ± sem of n=12, control subjects; 

n=24, amiodarone-treated patients and n=6, NASH patients. No statistical difference with the 

control subjects by unpaired Student’s t test; B) Similar increase of BMP in urine of 

amiodarone-treated patients without or with dysthyroidism. DiC22:6-BMP species and 

total BMP content were analyzed by LC-MS/MS and are expressed in pmol corrected to µmol 

of creatinine. They are mean ± sem of n=12, control subjects; n=6, amiodarone-treated patients 

with thyroid dysfunction (=dysT+) and n=18, amiodarone-treated patients with no sign of 

dysthyroidism (=dysT-). * p<0.05 of unpaired Student’s t test compared to control subjects.  

 

Cette thèse est accessible à l'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2021LYSEI098/these.pdf 
© [M. Rabia], [2021], INSA Lyon, tous droits réservés



 

287 

 

 
 

  

Cette thèse est accessible à l'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2021LYSEI098/these.pdf 
© [M. Rabia], [2021], INSA Lyon, tous droits réservés



 

288 

 

  

Cette thèse est accessible à l'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2021LYSEI098/these.pdf 
© [M. Rabia], [2021], INSA Lyon, tous droits réservés



 

289 

 

  

Cette thèse est accessible à l'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2021LYSEI098/these.pdf 
© [M. Rabia], [2021], INSA Lyon, tous droits réservés



 

290 

 

Annexe 2: Article 2 : Bis(monoacylglycero)phosphate, an important actor in the 

host endocytic machinery hijacked by SARS-CoV-2 and related viruses 
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Annexe 3 :  

Tableau 60 : liste des abréviation des acides gras présente dans les espèces moléculaires du BMP 

Abréviation acide gras Nom  Nombre de carbone et double liaison 

A acide arachidonique C20:4 n-6 

D acide docosahéxénoique C22:6 n-3 

DPA acide docosapenténoique C22:5 n-3/6 

DTA acide docosatetraénoique C22:4 n-6 

EE acide eicosediénoique C20:2 n-6 

ETA acide eicosatriénoique C20:3 :-6/9 

L acide linoléique C18:2n-6 

O acide oléique C18:1 n-9 

P acide palmitique C16:0 

Pa acide palmitoléique C16:1 n-7 

S acide stéarique C18:0 

 

Annexe 4 :  

 
Figure 102 : caractérisation de la présence d’exosomes par western blot, marqueur utilisé ALIX et TSG101, 

western blot entier des figure 60 et 77. 
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Annexe5 :  

 

Figure 103 : caractérisation de la présence d’exosomes par western blot, marqueur utilisé ALIX et TSG101, 

western blot entier des figure 67 et 98 
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Annexe 6 :  

 

Figure 104 : caractérisation de la présence d’exosomes par western blot, marqueur utilisé ALIX, TSG101 et CD81, 

western blot entier des figure 81, 98. 
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Annexe 7 : liste des communications orales 

Présentations orales 

 

Présentations posters 

 

2019 2ème journée de la FSEV – Nantes 

Titre : Bismonoacylglycerophosphate 

a unique endosome-associated 

phospholipid  

detected in extracellular vesicles 

 

 2019 

 

15ème congrès international du GERLI – 

Compiègne 

Titre : Bis(monoacylglycero)phosphate :  

a biomarker of drug-induced 

phospholipidosis in human urines 

2019 

 

24ème journée de l’EDISS – Lyon 

Titre : Bismonoacylglycerophosphate 

a unique endosome-associated 

phospholipid  

detected in extracellular vesicles 

 2018 18ème journée de l’IMBL - Clermont-

Ferrand 

Titre : Bis(monoacylglycero)phosphate : a 

possible biomarker of drug-induced 

phospholipidosis in human urines 

 

   2017 24ème journée du G2L2 – Lyon 

Titre : Molecular species characterization 

of the endosomal lipid, 

bis(monoacylglycero)phosphate in urines 

 

   2017 17ème journée de l’IMBL – Grenoble 

Titre : Molecular species characterization 

of the endosomal lipid, 

bis(monoacylglycero)phosphate in urines 
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Annexe 8 : Poster : 15ème congrès international du GERLI – Compiègne 
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Annexe 9 : Poster : 18ème journée de l’IMBL - Clermont-Ferrand 
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Annexe 10 : Poster : 24ème journée du G2L2 – Lyon / 17ème journée de l’IMBL – Grenoble 
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