N
N

N

HAL

open science

Role d’un phospholipide spécifique des endosomes, le
bis(monoacylglycéro)phosphate, dans le trafic vésiculaire
endosomal -implication dans les dyslipidémies.

Maxence Rabia

» To cite this version:

Maxence Rabia. Role d’un phospholipide spécifique des endosomes, le bis(monoacylglycéro)phosphate,
dans le trafic vésiculaire endosomal -implication dans les dyslipidémies.. Microbiologie et Parasitologie.

Université de Lyon, 2021. Francais. NNT: 2021LYSEI098 . tel-04416346

HAL Id: tel-04416346
https://theses.hal.science/tel-04416346

Submitted on 25 Jan 2024

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépot et a la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche francais ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-04416346
https://hal.archives-ouvertes.fr

UNIVERSITE
= I N Sm

N°d’ordre NNT : 2021LYSEI098

€l

THESE de DOCTORAT DE L'UNIVERSITE DE LYON
Opérée au sein de
L'INSA de Lyon

Ecole Doctorale N° ED 205
Ecole Doctorale Interdisciplinaire Sciences Santé EDISS

Spécialité/ discipline de doctorat : BIOCHIMIE

Soutenue publiguement le 08/12/2021, par :
Maxence Rabia

Role d'un phospholipide spécifique des
endosomes, le
bis(monoacylglycéro)phosphate, dans
le trafic vésiculaire
endosomal - implication dans les
dyslipidémies.

Devant le jury composé de :

Collet, Xavier Directeur de Recherche INSERM Président

Alpy, Fabien Chargé de Recherche INSERM Rapporteur

Van Niel, Guillaume Directeur de Recherche = CNRS Rapporteur

Delton, Isabelle Professeur des Universités INSA-Lyon Directrice de thése
Hullin-Matsuda, Francoise Chargé de Recherche INSERM  Co-directrice de these

Cette thése est accessible a I'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2021LY SEI098/these.pdf
© [M. Rabia], [2021], INSA Lyon, tous droits réservés



Departement FEDORA — INSA Lyon - Ecoles Doctorales

SIGLE ECOLE DOCTORALE NOM ET COORDONNEES DU RESPONSABLE
cEnE  [CHIMIE DE LYON M. Stéphane DANIELE
CIP2-CPE LYON-UME 5265
[https: e edchimie-Tyom fr S itiment F308. BP 1077 -
Sec - Fende EL MELHEM i
- - hE 5 43 Boulevard du 11 novembre 1918
[Bat. Blaize PASCAL 3o etage §0616 Villeat
[ecretanafmedchirme-lvon & directenr aedchimie fyon fr
EEA [ELECTRONIQUE. ELECTROTECHNIQUE, [M. Philippe DELACHARTRE
ATTOMATIOUE (254 LYo
I; P I Laborstoire CREATIS
tips:/iedeea. univer site-tyom fr Eitiment Blzise Pascal 7 svenus Jean Capalle
pec. - Stephanie CAUVIN 50621 Villewbanns CEDEX
%Fﬁwﬂm Lyon Tél - (47243 88.63
e hilippe. delachartreiiinsa-tyon. fr
[pecTetaniat edeeaiinsa-lyon prpe ¢ -
Eomz  [EVOLUTION FCOSYSTEME, M. Philippe NORMAND
NICROBIOLOGIE, MODELISATION [Universite Claude Bernard Lyon 1
[UBME. 5557 Lab. &' Ecalozie Microbisnns
Inttp:/e2m? amiversite-lyon fr Sirinent Memdd
=c. - Sylvie ROEERIOT 43, bowlevard du 11 Novembre 1018
[Bat. Atriom THCB Lyom 1 60 622 Wil CEDEY
Tl : 04.72.44.83.62 922 Villeurbamne CE]
hilippe. normand Ivoml fr
pecremniat a?m?Guniv-lyon] fr pippe-ne p——
EDiss  [[NTERDISCIPLINAIRE SCIENCES-SANTE  [Mme Syivie RICARD-BLUM
e |Instiner de Chimie et Biochimie Moléralaires et Supramoléculaires)
flctp:// ediss univer site-lyon fr (TCBMS) - MR 5245 CHES - Université Lyon 1
fec  Sye ROFERTOT B timent Faulin - 2éme étage Nord
at. Atrmm, LLB Lyon 43 Boulevard du 11 novembre 1918
[el - 0472348560 60622 Villewbenne Cedex
[pecretmnat edizsi@mine-lyonl Tl - +33(0)4 T2 44 82 32
s¥lvie ricard-blom@mniv-Tyonl fr
INFoMATHS [INFORMATIQUE ET MATHEMATIQUES (M. Hamamache KHEDDOUCT
[Université Claude Bernard Lyon 1
fttp:/edinfomaths. universite-lyon fr H&‘?}Ea:mtus on
oec. - Renss EL MELHEM 43, Boulevard du 11 novembre 1913
Eat. Blaise PASCAL, 32 etage 50 622 Villeurbamne Cedex France
Tel 4. 7243 80 45 Tel - 0472 44 8369
[infomeths @miv-kyon] f hamamache kheddowcia uuiv-tronl fr
NMATFRIAUX DE LYON M. Stéphane BENAYOUN
Materiaus Ecole Centmale de L
[hitp:/feddd umiversite-Tyon fr e L yeR
cac - Vann DE ORDENAMA Labaratoire LTDS
i - 1A 16 avenns Gy de Collongne
Tl ; 04.72.18.62.44 50134 Ecully CEDEX
frann de-ordensna mec-byon fr Tal - 0472 12 5437
stephane benayonni@ec-yon fr
MEGa MECANIQUE. ENERGETIQUE, M. Jocelyn BONJOUR
(GENIE CIVIL, ACOUSTIQUE [2754 Lyon
[ttp://edmeza aniversite-brom fr I.aﬂ]:r_omtun'e Em
- . [Batiment Sadi-Camot
pec. : Stephamie CAUVIN 5, rue de la Physique
el - 04.72.43.71.70 60621 Villewbenne CEDEX
ez a7 insa-1yon. &
P T ML Christian MONTES
) . . . . [Uninversits Lurniere Lyon 2
[ttps: edsciencessociales mniversite-Tyom fr =6 s Dastaur
e : Maling FAVETON -
3 A oo 59365 Lyon CEDEX 07
754 - 1Y TOUSSAINT christian montes univ-lyon? fr
Tel ; 04.78.69.77.79
melins favetoni@umne-hon2 fr

*5c%0 - Histoire, Geographis Amenagement, Uthanisme, Arrheologis, Science politique, Sociclome Amtbropologis

Cette thése est accessible a I'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2021LY SEI098/these.pdf

© [M. Rabia], [2021], INSA Lyon, tous droits réservés



Remerciements

Ma théese a été financé par le Ministére de I’Enseignement Supérieur et de la Recherche

pendant 3 ans, et ma 4™ année a été financé via un contrat d’ATER.

Je tiens tout d’abord a remercier les Docteurs Fabien ALPI et Guillaume VAN NIEL
pour avoir accepté d’examiner et de juger mon manuscrit de thése, et tout particuliérement le

Docteur Xavier COLLET pour avoir accepté de présider mon jury de these.

Jai effectué mes travaux de recherches au laboratoire CarMeN (Cardiovasculaire,
Me¢étabolisme, Diabétes et Nutrition), au sein de I’ancienne équipe 4 (intitulé), sur le site INSA.
Je remercie le Dr Hubert VIDAL, directeur du laboratoire CarMeN, pour m’avoir permis de
réaliser mon stage de deuxiéme année de master ainsi que ma these au sein de son laboratoire.

J’y ai passé un peu moins de 5 ans, qui ont été riches en sciences et en émotions.

Un trés grand merci a Francoise et Isabelle mes deux directrices, sans qui cette thése
aurait été bien différente. Je vous remercie toutes les deux pour m’avoir donné I’opportunité
d’enseigner pendant ma thése. Je vous remercie également pour m’avoir soutenu jusqu’au bout,
pour toute 1’aide et les corrections que vous m’avez apport€, surtout en cette fin de thése, plus

difficile que je ne I’avais imaginé.

Isabelle, je tiens a te remercier pour tout ce que tu m’as appris sur le BMP, le cholestérol,
mais aussi pour I’aide apportée lors de mes préparations de présentations et mes rapports. J’ai
énormément apprécié ton franc parler et ta précieuse aide pour recentrer le projet et le garder
sur la bonne voie. Méme si j’ai passé plus de temps avec Frangoise, j’ai toujours su que tu étais

la et que je pouvais compter sur toi.

Francoise, il n’y a pas de mots pour te remercier pour tout ce que tu as fait pour moi. Tu
m’as accordé une trés grande confiance dés mon stage de M2, que tu as conservé tout au long
de ma thése. Tu as €té d’une patience a toute épreuve et ta passion pour la science m’a été d’une
inspiration que je ne pourrais décrire. Pendant ces 5 dernieres années, tu es resté bienveillante,
adorable et tu as fait preuve d’une immense coolitude (méme quand on perdait nos culots de
vésicules extracellulaires...). Nos discussions scientifiques (ou non d’ailleurs) vont

énormément me manquer.

Cette thése est accessible a I'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2021LY SEI098/these.pdf
© [M. Rabia], [2021], INSA Lyon, tous droits réservés



Je remercie tous les membres de 1’ancienne équipe 4 a I’'INSA, j’ai passé de trés bons

moments et j’ai beaucoup appris a leur coté.

Annie je te remercie pour m’avoir appris la culture cellulaire. Mais aussi pour tous ce

que tu as fait pendant ma these pour m’aider dans mes expériences.

Je remercie Céline pour tes connaissances sur le BMP et le cholestérol et lors de la
préparation des présentations orale. Je remercie aussi Catherine, marie caroline et fabienne pour

nos discussions a I’INSA comme a Lyon sud.

Et un merci tout particulier a Patrick, Sokunthea et Adina pour leur gentillesse, leur
soutien et les moments passés ensemble. Un grand merci également a toi, Baptiste, pour toutes

nos discussions autour de la LC-MS/MS et pour ton aide apporté a mon projet de these.

Un petit mot pour Chloé et Mélanie, mes voisines de bureau qui sont partit avant moi
de 'INSA, mais que j’ai retrouvé a Lyon Sud. Je vous remercie pour tous ces fous rires et ces
discussions dans le bureau. Grace a vous, j’ai passé 4 belles années de thése a CarMeN. Je vous
souhaite plein de courage et de belles choses pour la suite dans vos vies professionnelles comme

personnelles.

Je remercie I’équipe pédagogique de la plateforme de chimie de I’'INSA, et celle de
biochimie de ’'UCBL. Vous m’avez accueilli et permis d’enseigné a des étudiant pendant cette

thése.

Je tiens aussi a remercier tous les membres du laboratoire CarMeN. Je n’ai
malheureusement pas pu étre beaucoup présent a Lyon SUD mais je remercie toute les

personnes du laboratoire qui mon accueilli.

Je remercie Sophie qui m’a aidé en partageant son savoir sur les vésicules

extracellulaires.

Je remercie Pascal pour m’avoir appris les techniques de purification des EV, toute nos

discussions dans ton bureau a Lyon Sud quand j’étais encore a ’INSA.

Cette thése est accessible a I'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2021LY SEI098/these.pdf
© [M. Rabia], [2021], INSA Lyon, tous droits réservés



Je remercie aussi Stéphanie et aurélie qui m’ont accueilli (avec Pascal) a chaque fois

que je venais de I’INSA dans leur bureau.
Je remercie Audrey qui m’a formé au Western blot.

Je remercie Vanessa et Monique qui mon permit de faire partie de la démarche qualité
en devenant auditeur interne. Je n’ai pas pu faire beaucoup d’audit mais a chaque fois il était

enrichissant.

Je remercie ma famille qui m’a soutenue tout au long de mon doctorat et qui m’a permis

de réaliser les études que je souhaitais.

Je remercie également ma belle-famille qui m’a accueilli et soutenu pendant ces 4

années.

Enfin je te remercie Laura, pour m’avoir soutenu et poussé durant toute cette these, pour
avoir supporté mon humeur et mon stress du début, a la fin. Mais aussi pour avoir participé a la

relecture de ma these.

Cette thése est accessible a I'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2021LY SEI098/these.pdf
© [M. Rabia], [2021], INSA Lyon, tous droits réservés



Cette thése est accessible a I'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2021LY SEI098/these.pdf
© [M. Rabia], [2021], INSA Lyon, tous droits réservés



Résumeé

Les cellules eucaryotes contiennent un systéme endolysosomal tres organisé de
compartiments membranaires communiquant entre eux et avec I’extérieur. L’identité de ces
organelles est définie par des protéines ou des lipides caractéristiques présents a leur surface ou
leur lumen. La voie d’endocytose joue un role central dans I’homéostasie cellulaire non
seulement en permettant a la cellule d’internaliser des composés de 1’extérieur, mais aussi en
régulant 1’utilisation, la dégradation et le recyclage des lipides et protéines. Le cholestérol va
ainsi étre 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 a des perturbations métaboliques, des

retards neuro-moteurs ou des déces 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 réles essentiels dans la voie endosomale, en participant & la sortie du
cholestérol des endosomes et en régulant des enzymes du métabolisme lipidique. Cette these
étudie son réle dans le trafic vésiculaire endosomal. En effet, le BMP en permettant la fusion
membranaire participe a la dynamique membranaire intraendosomale, favorisant ainsi la sortie
du cholestérol des endosomes, et la formation des vésicules intraendosomales a 1’origine des

vésicules extracellulaires/exosomes.

Cette these a permis de caractériser le BMP, comme biomarqueur urinaire de
dysfonctionnement endolysosomal induit par I’anti-arythmique amiodarone chez I’homme. De
plus, le BMP a été détecté dans des exosomes provenant de différents modeles biologiques ce
qui permet d’envisager son utilisation comme marqueur de 1’origine endosomale des vésicules
extracellulaires. Enfin, le r6le du BMP dans la formation des exosomes permettant le
désengorgement des endosomes lors de surcharges endolysosomales a été etudié. Nos travaux
suggerent donc I’importance du BMP dans le controle de I’homéostasie lipidique en participant
a la formation des vésicules extracellulaires/exosomes et son potentiel intérét 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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LIOGRAPE
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Introduction

Les maladies métaboliques sont les 1¢® causes de mortalité mondiale. Elles résultent
notamment du mode de vie moderne associé a la sédentarité, une alimentation trop riche, un
environnement polluant, auxquels s’ajoutent parfois des problémes génétiques. L’alimentation
trop riche en sucres, lipides et protéines, combinée a une activité physique insuffisante est un
facteur de risque reconnu et de nombreuses études portent sur la régulation de 1’alimentation,
c’est-a-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 &
I’alimentation, qui engendrent une surcharge lipidique, et en particulier une dérégulation de
I’homéostasie du cholestérol. Le cholestérol peut étre 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 étre perturbee
lors de maladies métaboliques (diabete, syndrome métabolique) ou bien génétiques (les
maladies de surcharge lysosomale par exemple). Notre équipe étudie plus particulierement les
mécanismes de transport du cholestérol dans la voie endosomale, et plus particulierement le
role 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.

40

Cette thése est accessible a I'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2021LY SEI098/these.pdf
© [M. Rabia], [2021], INSA Lyon, tous droits réservés


http://carmen.univ-lyon1.fr/

Chapitre 1 : Genéralités sur les lipides et les lipoprotéines

Introduction genérale

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 particularit¢ 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 acylglyceérols

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 a un squelette glycérol (tableau 1). Les acides gras sont classés en fonction de leur
degré d’insaturation, c’est-a-dire le nombre de doubles liaisons qu’ils contiennent. IS 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 a 4).

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

Nom usuel Code nomenclature Nomenclature
Acides gras FAOL Fatty acids and conjugates
Monoacylglycérol GLO0101 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

Ethanoique Acétique 2:0
Butanolique Butyrique 4:0
Hexaénoique Caproique 6:0
Octaénoique Caprylique 8:0
Décanoique Caprique 10:0
Dodecanoique Laurique 12:0
Tetradecanoique Myristique 14:0
Hexadecanoique Palmitique 16:0
Octadécanoique Stéarique 18 :0
Eicosanoique Arachidique 20:0
Docosanoique Béhénique 22 :0
Tetracosanoique Lignoceérique 24 :0
Hexacosanoique Cérotique 26 :0
Octacosanoique Montanique 28 .0
Triacontanoique Melissique 30:0
Dotriacontanoique 320

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

Non systémique Nom usuel Nombre de carbone ®
et double liaison

Cis-9-tetradécenoique myristoléique 14 :1 A 5
Cis-6-hexadécenoique Acide sapiénique 16 :1 A 10
Cis-7 hexadécenoique 16 :1 A’ 9
Cis-9-hexadécenoique Palmitoléique 16 :1 A° 7
Cis-6-octadécénoique Petroselinique 18 :1 AS 12
Cis-9-octadécenoique Oléique 18 :1 A° 9
Cis-11-octadécénoique Cis-vaccenique 18 :1 Al 7
Cis-11-eicosenoique Gondoique 20:1 Al 9
Cis-13-docosenoique Erucique 22 :1 AL 9
Cis-15-tetracosenoique Nervonique 24 :1 AP 9
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Tableau 4: liste des acides gras polyinsaturés (non exhaustive)

Nom systémique Nom usuel Nombre de carbone ®
et double liaison
Cis-6-9- Linoléique 18 :2 A%1? 6
octadecadiénoique
Cis-9-12-15- a-linolénique 18 :3 A%1215 3
octadecatrienoique
Cis-6-9-12- y-linolénique 18 :3 A®912 6
octadecatrienoique
Cis-5-8-11-14- Arachidonique 20 :4 AS81L14 6
icosatétraénoique
Cis-5-8-11-14-17- Eicosapentaénoique 20 :5 A>BILI4LT 3
eicosapentaénoique EPA
Cis-4-7-10-13-16-19- Docosahexaénoique 22 :6 A%711013.16.19 3
docosahexaénoique DHA

Les acides gras insaturés sont classés en fonction de la position de la premiére double
liaison par rapport au groupement méthyl (CHz). On distingue ainsi 3 familles d’acides gras :
®-3, -6 et ®-9. Par exemple, ’acide oléique C18 :1 est un acide gras m-9 ou n-9 car la premiére
double liaison est sur le 9°™ carbone a partir de I’extrémité CHs (figure 1).

A9

|
H H H H H H H H "-‘
\/ \/ \N/ \/ wu H H, H

HO C c c C C C C C CH
NGNS AN N \2410\3/12\2/14\ SN R
| /\N /N /\ I H, H, H, H,
OH H H H H H H H
8 H H H H H H H H
\/ \N/ \N/ \/ H, H, H,

H

HO_ 18 _C C C C C C C C 2 CH

~ CH/H\?/15\1;/13\162/11\18/(9\(8:/, N A ENL AN AT

| /N /N /\ | | H H, K H,
H H H H H H

OH H "‘T"

A:acide oléique  (18:1) w-9 A® w-3

w-9 : distance dernier CH; et la premiére double liaison
A? : position de la double liaison

18 : nombre de carbone

1 : nombre de double liaison

Figure 1 : Nomenclature des acides gras :cas de lacide oléique : A : selon classification chimique en numérotant
les carbones a partir du groupement carboxyl —-COOH terminal et la position du ler carbone d’une double liaison
représentée par symbole 4; B : selon la nomenclature physiologique (nutritionnelle) @ (ou n) a partir du méthyl -CH3
terminal
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Figure 2: Exemples d'acide gras saturé, mono et poly insaturé : A : acide octadécanoique ; B : acide Cis-9-
octadécénoique ; C acide : Cis-6-9-octadecadiénoique

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
a 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 rdle de protection au niveau
cardiovasculaire (Barry & Dixon, 2021; Djuricic & Calder, 2021). Néanmoins, une
surconsommation d’aliments riches en acides gras »-6 conduit a une augmentation des risques
cardiovasculaires (Mariamenatu & Abdu, 2021). Ces informations ont mis a jour que le plus
important n’est pas d’avoir une alimentation riche en acides gras ®-3, -6, ®-9, mais que le
ratio ®-3/w-6/w-9 soit conservé. Le ratio w-6/w-3 est d’environ 3 (figure 3) (Mariamenatu &
Abdu, 2021). De plus, les désaturases des mammiféres ne peuvent introduire de doubles liaisons
apres le carbone C9. Les acides gras ayant des doubles liaisons aprés le carbone C9 sont donc
appelés acide gras essentiels, car disponibles uniquement via 1’apport alimentaire. On y

retrouve par exemple, les acides linoléique et a-linolénique (figure3).
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Figure 3: synthése des acides gras oméga-3 a partir de I'acide linolénique et des acides gras oméga 6 a partir de

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

I'acide linoléique (modifié de Bouvier, 2008)
a 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 a transporter les acides gras via les lipoprotéines mais aussi a

H.C —O0—C—R1

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
0
Il

o)
|
RZ—C—O—([ZH
H,C=—Q0=—C—R3

H,C—0—C—R1

d’énergie tres importante de 1’organisme via la béta-oxydation.
C
Il
(0]
0

ﬁ B
H,C—0—C—R1
H(I:—OH R2—|C|—O—(|3H
H,C—OH o} H,C—OH
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 genérique phospholipides (PL).
Dans cette these, 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-méme relié a 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 GPO1 Glycerophosphocholines
Phosphatidyléthanolamine GP02 Glycerophosphoethanolamines
Phosphatidylsérine GPO3 Glycerophosphoserines
Phosphatidylglycérol GP04 Glycerophosphoglycerols
Phosphatidylinositol GP06 Glycerophosphoinositols
Bis(monoacylglycéro) GP0410 Monoacylglycerophosphomonoradylglycerols
phosphate
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 possedent qu’un seul acide en
position sn-1 ou sn-2. Ils proviennent de I’hydrolyse des phospholipides par les phospholipases

Al et A2, mais aussi de la synthese de novo des phospholipides.

Dans cette these, 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 plasmalogénes qui sont
des phospholipides dont 1’acide gras est lié par une liaison alkenyl (-O-CH=CH-R). Les
plasmalogénes ont de nombreuses fonctions cellulaires, par exemple ils jouent le role de
réservoir d’acide gras polyinsaturés comme 1’acide docosahexaénoique (DHA) et 1’acide
arachidonique(Almsherqi, 2021; Braverman & Moser, 2012; Dorninger et al., 2015). De par
leur teneur en acide gras insaturés ils jouent un réle dans la fluidité membranaire et la formation

de vésicules.
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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 téte polaire (partie polaire) par rapport
a la surface des chaines d’acides gras (partie apolaire). Lorsque la surface de la partie polaire
est proche ou égale a 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 téte polaire. Les
lysophospholipides qui ne possedent 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 téte polaire beaucoup plus petite que leur partie apolaire, ont une forme conique comme la
cardiolipine (CL) en présence de cations divalents (Ca®*) ou les phosphatidyléthanolamines

(PE) selon la longueur et I’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 téte polaire vers le centre, appelées aussi phases hexagonales (Hi)
inversées (figure 6 C). Quant aux PL coniques inverses, ils forment des micelles avec leur téte

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

A e G &

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 1’entrée de
composés dans la cellule comme par exemple lors de I’endocytose. Les PL coniques inverses
quant a eux font des courbures positives de la membrane permettant la sortie de composés de
la cellule, comme lors de I’exocytose (de Kroon et al., 2013; van den Brink-van der Laan et al.,
2004). 1l 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 phénomenes membranaires de fusion, fission et formation

de pores.

1.2.3 Role 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 réle 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
role 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 I’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
I’endocytose ou I’exocytose la formation de vésicules permettant 1’échange de métabolites, par
exemple. Les PE sont regroupés dans des « domaines lipidiques » dans des zones de contact
réticulum endoplasmique (RE) / mitochondrie permettant 1’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, I’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 téte polaire, permettant par exemple la conversion de
PE en PC. Les PL sont des donneurs d’acide gras, par exemple I’acide arachidonique, qui apres
hydrolyse par des phospholipases, est le substrat des oxygénases. Les PI, PC (et les PE) sont
une source importante pour la synthese des eicosanoides (Calder, 2020) impliqués dans
I’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, a I’aide de transacylase spécifique du donneur ou de ’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 specifique 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 I’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 Pl 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 ou il représente
jusqu’a 15% des PL totaux. Le BMP qui représente seulement 1% des PL totaux dans la

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

Au sein des familles de PL, il existe les especes moléculaires. Ces espéces moléculaires
sont caractérisees par les acides gras estérifiés sur le PL. Par exemple si le BMP a 2 acides
oléiques, il s’agira de 1I’espéce moléculaire di-oléate BMP. Un autre exemple si un acide oléique
est estérifié en position sn-2 d’une PC et I’acide palmitique en position sn-1, il s’agit alors de

I’espéce moléculaire : 1-palmitoyl-20léyl-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 possédent 2
acides gras esterifiés 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 tres 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 1’acide oléique, arachidonique et stéarique (tableau 9). La cardiolipine dans
le cceur, quant a elle est tres riche en acide linoléique (Schlame et al., 1993), contrairement a
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 aprés sa synthese a 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 rat!
sn-1 23 1 65 7 1 trace
sn-2 6 1 4 13 23 39 7
Ceeur de rat?

sn-1 30 2 47 9 11

sn-2 10 1 3 17 20 33 9
Poumon de rat®

sn-1 72 4 15 7 3

sn-2 54 7 2 12 11 10 1
Plasma humain®

sn-1 59 2 24 7 4 Trace

sn-2 3 1 1 26 32 18 5

Globule rouge humain®
sn-1 66 1 22 7 2
sn-2 5 1 1 35 30 16 4
matiére grise bovine5

sn-1 38 5 32 21 1

sn-2 33 4 Trace 48 1 9 4
Euf de poule®

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)
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Position Acide gras
(14:00 | (16:0) | (18:0) | (18:1) | (18:2) | (20:4) | (22:6)

Foie de ratl

sn-1 25 65 8

sn-2 2 11 8 8 10 46 13
(Euf 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 espéce animales masse %( % en masse de ’acide gras
par rapport a la masse totale de P1) ; (lipid MAPS) 1 : (Holubetal., 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)
Ceeur 8 40 14 1 1 1 31 1 1 2
bovin!
Foie 5 32 12 6 1 7 23 4 3 5
bovin?
Foie 5 49 2 2 4 35 1
de rat®

Tableau 9 - Position en acide gras du PS dans différentes especes animales % de chaque acide gras estérifié en
; 2. (Yabuuchi & O’Brien, 1968)

position sn-1 ou sn-2) ; (lipid MAPS) 1 : (Wood & Harlow, 1969a)

position Acide gras
(16:00 | (18:00 | (@8:1) | (@18:22) | (20:4) | (22:6)

Foie de rat!

sn-1 5 93 1

sn-2 6 29 8 32 19
Cerveau bovin?

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 especes animales (% en masse
de Uacide gras par rapport a la masse total de PG) ; (lipid MAPS) ; (Okano & Akino, 1979)
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Acide gras Espéces 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 composes d’une base
sphingoide liée par une liaison amide a un acide gras, (principalement sature et a longue chaine)
pour former une céramide. La céramide est la structure de base permettant la synthése des SL
plus complexes, tels que les sphingomyeélines avec une phosphorylcholine sur le C1 de la base
sphingoide (figure 8). La base sphingoide majoritaire chez les mammiféres est la sphingosine
possedant 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 rdle dans la structuration des membranes. 1ls sont regroupés dans
les radeaux lipidiques ou ils sont associés au cholestérol. lls sont aussi impliqués dans la
signalisation cellulaire, dans la fluiditt membranaire. Leur catabolisme se trouve

principalement dans les lysosomes.
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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 espéces animales (% en masse de ’acide gras par

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

Espéce Acide gras

(16:0) | (18:0) | (18:1) | (20:0) | (22:0) | (22:1) | (23:0) | (23:1) | (24:0) | (24:1)
Euf 66 10 1 4 6 1 2 5 3
Cerveau 3 42 6 7 3 3 3 6 27
bovin
Lait de 14 3 1 1 22 32 5
vache
1.4 Stérols

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

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

synthése, 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 stéroidiennes.

2 CH cH_ /
7~ 7~ ~

ne” CH CH CH
| A | 8 |
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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 1’organisme. Elles sont
constituées d’un cceur 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 1’alimentation vers le foie.

-Les lipoprotéines de trés faible densité (VLDL): elles sont sécrétées dans la circulation
sanguine par le foie et transportent les lipides endogenes (Triglycérides par exemple) vers les

tissus.

- Les lipoprotéines de densité intermédiaire (IDL): elles sont issues de 1I’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 réle
est de transporter le cholestérol (sous forme d’ester de cholestérol) en exceés vers le foie pour

étre étre éliminé par les voies biliaires.

Acylglycérols

Ester de cholestérol . -
Apolipoprotéines

Phospholipides

Cholestérol libre

Figure 10 : Structure d’une lipoprotéine (ppt ser\iier)
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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- 1.006-1.063 | 1.063-1.210
1.006 1,019
Diametre (hm) 75-1200 30-80 27-35 18-27 7-12
Composition lipidique (Y%omassique)
Triacylglycérol 80-95 45-65 27-35 18-27 7-12
Ester de 2-4 16-22 20-30 45-50 12-20
cholesteérol
Cholestérol 1-3 4-8 4-8 6-8 3-5
Phospholipides 3-6 15-20 20-24 18-24 26-32
Apolipoprotéines | APOC, E APO APO B100, | APO B100, | APO Al, All,
B48 B100,C, E E;C 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 acquierent la
majorité des nutriments (sucres, acides aminés) et des ions grace a des transporteurs
membranaires spécifiques. Les composés trés 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 I’internalisation de récepteurs membranaires

au cours des cascades de signalisation cellulaire ou d’agents pathogenes et débris cellulaires
(phagocytose).
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2.1 Les processus d’endocytose

L’endocytose est un terme générique qui regroupe tous les phénoménes permettant
I’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 étre médiés ou non par des protéines. Ici, nous

évoquerons uniquement I’endocytose dépendante de la clathrine. D’autres types sont regroupés
dans le tableau 13.

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

de(Doherty & McMahon, 2009) )

Implication Implication .
I . . _ . Autre protéines
Mécanisme d’endocytose | Morphologie Cargos impliqués | des protéines de la . ..
. impliquées
G dynamine
Clathrine, AP2,
RTKs, GPCRs, Epsine, SNX9,
ccept del tojani
Médié par la clathrine | Vésiculaire recepteur dela Rab5, Arf6 Oui synaptojantne,
transferrine, actine,
Toxine de I’anthrax amphiphysine,
etc
Vésiculaire/ CTxB, SV40 Incertain Cavéoli
Cavéole /dépendant dela | oo re B VAT (CDC 42 , aveolines,
L. tubulovésicula protéines liées au R . Possible PTREF, SRC,
cavéoline 1 régulerait les

protéine
carboxypeptidase E

ire GPI . PKC, actine, etc
cavéolines)
Fluid ph
Tubulaire / ]’:' p C‘;‘feB ARHGAP10,
markers. X
CLIC/GEEC semblable a Lo Cdc42,Arfl | Non établie | actine, GRAF1,
des anneaux protéines liées au et
GPI
. . Protéines MHC de
Vésiculaire/tu I I CD39
classe R
Dépendant d’Arf6 bulaire y ’ Arf6 Non établie Incertain

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 réle 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 étre observé par microscopie électronique.
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L’endocytose médiée par la clathrine est caractérisée par deux grandes phases

morphologiques :

- Laformation de la vésicule entourée de clathrines jusqu’a sa libération : appelé clathrin
coat pit (CCP) en anglais, que I’on pourrait traduire en frangais 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 1’on peut traduire en

francais par vésicules entourées d’un manteau de clathrine.

La premicre étape de 1’endocytose médiée par la clathrine est le recrutement de la
clathrine par différents effecteurs (figure 11). Par exemple, I’Epsine pour les cargos
ubiquitinilés (Polo et al., 2002), Numb qui reconnait Notch (Santolini et al., 2000) ou bien
I’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 I’internalisation des LDL par I’endocytose
médiée par la clathrine). Une fois recrutées, les clathrines vont se polymériser conduisant a la
déformation de la membrane plasmique et la formation de la CCP contenant les éléments a
internaliser (Doherty & McMahon, 2009). Certains effecteurs comme AP2, en plus du
recrutement des clathrines, contribuent a 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 1’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 I’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 libere 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 I’action de 1’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 a 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 a des niveaux
différents de la membrane plasmique. De par I’hétérogénéité des ligands, récepteurs, éléments
internalisés, il y a, au méme moment dans la cellule, différentes CCP, CCV et donc différents

endosomes précoces(Doherty & McMahon, 2009).

I s

L

/<’2-///—L/ Formation de la CCP
llet
Feul Recrutement des différents Cj\

jnterné
effecteurs

Clathrine —
Récepteur 5 O de la CCP
Ligand 6 «— O .__)/ Lis

Dynamine Recyclage des clathrines

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
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2.2 Lavoie endosomale

e # ‘ S A >
Lysosome = O
Vésicule entourée
d’un manteau de clathrines

Endosome
O précoce

Corps multivésiculaires
%  Clathrine

Noyau Récepteur

Ligand

Endosome tardif

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 retrouves 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 I’endosome précoce et
I’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 trés important de la voie endosomale. Tout au long de la voie, le
pH va diminuer et cette diminution est obtenue principalement grace a 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 I’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 I’espace proche de la membrane
plasmique vers I’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-véesiculaires 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 préecoces sont des organites spheriques 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 1’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 homogenes au niveau de la taille (environ 50nm). Pour les endosomes tardifs, les vésicules
intra-luminales sont tres hétérogenes en taille, de 30-100nm, et en tres 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
¢léments issus de 1’endocytose. Il joue le réle d’organisateur en triant les cargos issus de
I’endocytose qui doivent étre recyclés vers la membrane plasmique ou bien dégradés dans les
lysosomes. Il joue aussi un réle 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 a 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 I’apport des cargos destinés pour la
destruction, vers les lysosomes ou des hydrolases sont stockées (Huotari & Helenius, 2011;
Scott et al., 2014). De plus, ils ont un rdle dans la sortie cellulaire via les exosomes (voir partie
exosomes). Les endosomes tardifs sont la deuxieme voie de sortie de la voie endosomale. C’est
a partir de ce compartiment, par exemple, que le cholestérol va étre distribué dans la cellule
(voir partie cholestérol). Les endosomes tardifs comme les endosomes précoces vont interagir
avec le TGN. Les endosomes tardifs maintiennent I’activité des lysosomes en apportant des
protéines constituantes, des hydrolases, un pH acide. Les lysosomes ont un réle 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 I’'internalisation a 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 plutét 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 ’EGF (epidermal growth factor, facteur de croissance

épidermique) et son récepteur qui aprés ubiquitination, vont étre dégrades 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 I’endosome précoce vers la membrane plasmique (Galvez et al., 2012).
L’autre voie, une voie indirecte, passe par les endosomes de recyclage, ou 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 rétromeres. 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 rétromeres vont
interagir avec des proteines SNX (sorting nexin) (Seaman, 2012). Les protéines SNX
contiennent un domaine BAR qui va permettre la déformation de la membrane de I’endosome
précoce et donc la formation de vésicules en direction du TGN(Scott et al., 2014; Seaman,
2012). Les endosomes précoces ont une trés grande activité de fusion, a la fois avec d’autres
endosomes précoces, mais aussi avec d’autres vésicules : issues du TGN et de I’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 EEAL et rabenosyne-5 (Ohya et al., 2009). Les facteurs thetering
(d’accrochage) sont des protéines qui vont aider a la formation des vésicules ou a 1’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 I’internalisation des cargos pour les diriger vers la destruction. Les
veésicules intra-luminales vont étre 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/CHMPS5/ LIPS

Brievement (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 I’invagination et la séquestration des cargos. Ensuite ESCRT-III est
recruté, entrainant la désubiquitination des cargos et le désengagement des ESCRT-O0, -1, -II.

Ensuite, ESCRT-III entraine la formation d’un tubule, qui aprés scission, va libérer dans le
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lumen de I’endosome précoce, une vésicule appelée vésicule intra-luminale (ILV) (4-5). Enfin,
ESCRT-III va étre éliminée par le complexe VPS4 (6). Cette formation des ILV est la méme

pour les corps multi-vésiculaires et les endosomes tardifs (Henne et al., 2011).
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Figure 13 Formation de vésicules intra-luminales dans la voie endosomale

Les endosomes précoces vont ensuite migrer de I’espace proche de la membrane
plasmique, vers 1’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 grace a la VATPase passant de 6,2
a 5,5 (Scott & Gruenberg, 2011). Les corps multi-vésiculaires perdent leur faculté de fusion
avec les autre corps multi-vésiculaires (fusion homotypique) mais acquierent la capacité de
fusion avec les organites de la voie de dégradation (Gruenberg, 2001). Au cours de la migration
vers 1’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 ou 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) (figurel4). 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).

Endosome

tardif Novau

Membrane
plasmique

Kinésine

Figure 14: mouvement des endosomes : 1: mouvement des endosome vers la membrane plasmique via la
Kinésine ; 2 : déplacement des endosomes vers Uespace 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 delivrer 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 étre 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 trés variable allant de 30-
100nm (Scott et al., 2014).
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Morphologiquement, les endosomes tardifs sont trés hétérogenes et leur forme varie en
fonction du type cellulaire. 1ls 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 rdle dans la formation des ILV issues de
I’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 I’extérieur des endosomes aprés 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; Falguiéres et al., 2009; Matsuo et al., 2004). 1l peut
étre détourné par les virus notamment pour échapper a 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 : I’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 précedemment, 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 fagon générale, ce qui permet de les différencier (de Duve, 2005; Scott et al., 2014).
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2.3 Dysfonction endolysosomal

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

phospholipidoses en raison de 1’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 I’amiodarone ou la chloroquine,

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

en lipides comme lors des syndromes métaboliques et I’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 a une modification ou a une inactivation de
I’activité enzymatique dans une voie du métabolisme lipidique. Généralement, les enzymes
inactivées sont présentes dans le compartiment endolysosomal. 1ls 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 a 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 1’age de I’apparition des premiers symptomes, la NPC ne se développera
pas a laméme vitesse. Les symptomes 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 t6t, plus 1’état du patient se dégradera rapidement. Les
principaux symptomes de cette maladie sont des troubles moteurs liés & une accumulation de
cholestérol dans les cellules neuronales. Pour la forme infantile (moins de 10 ans), le principal
symptbme est une ascite, généralement accompagnée de troubles respiratoires. Elle peut aussi
étre 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 1’épilepsie et des
troubles de déglutition. Pour les adultes, elle se caractérise principalement par des troubles
neurologiques et une démence. Le cerveau est 1’organe contenant le plus de cholestérol en
condition physiologique, et dans le cas de la maladie de NPC, des troubles du systéme nerveux
sont constatés (tableau 15)(Vanier, 2010).

La maladie est actuellement trés difficile a 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
I’accumulation de cholestérol libre dans les endolysosomes de fibroblastes par marquage a la
filipine.

72

Cette thése est accessible a I'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2021LY SEI098/these.pdf
© [M. Rabia], [2021], INSA Lyon, tous droits réservés



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 genes 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
I’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 I’autre des protéines NPC entraine une surcharge endosomale en cholestérol

entrainant un dysfonctionnement cellulaire (McCauliff et al., 2019; Vanier, 2010) (figurel6).
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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 (gene)

type

Conséquence

Augmentation du BMP
cellulaire

Défaut enzymatique de I’

Maladie de . Accumulation de . .
Fabry (GLA) dim?r-ui‘s)l 2‘3583;2?:50'?;’8% Globotriaosylceramide Oui (Meikle etal., 2008)
Maladie de Eg?ﬁigg:i?g;?gfsg%? Accumulation de
Gaucher glucosidase) glucocerebroside et Oui (Meikle et al., 2008)
diminution du catabolisme glucosylsphingosine
Défaut enzymatique de la
Maladie de Sphingomyéline

Niemann—Pick
de type AetB

phosphodiesterase,
diminution du catabolisme
(sphingomyélinase acide)

Accumulation de
Sphingomyélines

Oui, (Walkley & Vanier, 2009)

Mutation des protéines

Maladle d? NP.C 1 etfou NPC 2 Accumulation de cholestérol et Oui (Meikle et al., 2008),
Niemann—Pick | entrainant un défaut du sphingolivides (Walkley & Vanier, 2009)
de type C transport intracellulaire du phingofip y ’
cholestérol
Accumulation de
Maladie de Défaut enzymatique de B- ganglioside GM2, de
Sandhoff b Hexosaminidase, glycolipide GA2 et d’autres Oui (Akgoc et al., 2015)
diminution du catabolisme oligosaccharides
Mucopolysaccharidose (MPS)
Défaut enzymatique de Accumulation de Dermatane
MPS | I’a- L-lduronidase, sulfate et d’héparane sulfate Oui (Meikle et al., 2008)
diminution du catabolisme (polysaccharide)
Défaut enzymatique de Accumulation de Dermatane - .
MPS 11, I’Tduronate 2-sulfatase, sulfate et d’héparane sulfate Oui (di-DHA BMP) (Meikle et
A ) . al., 2008)
diminution du catabolisme (polysaccharide)
Défaut enzymatique de la
MPS 1A, N- Sulfoglucosamine, Accumulation d’héparane

sulfohydrolase
diminution du catabolisme

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) (Figurel8). Ces molécules sont composées d’une partie hydrophobe,
généralement constituée de cycle aromatique et d’une partic hydrophile et sont chargées
positivement. Ces médicaments sont beaucoup prescrits bien qu’ils aient de trés importants
effets secondaires. C’est le cas de I’amiodarone un anti arythmique trés utilisé, qui, par la
présence d’iode dans sa structure a un tropisme pour la thyroide entrainant une dysthyroidie
dans 20% des cas (Basaria & Cooper, 2005; Tsang & Houlden, 2009). On retrouve aussi une
atteinte hépatique et respiratoire (Florek & Girzadas, 2021). La chloroguine (et
I’hydroxychloroquine) utilisée contre le paludisme et plus récemment aussi contre la Covid-19,
peut étre mortelle en cas de surdosage puisque la limite entre dose mortelle et dose
thérapeutique est trés faible. Les CAD de par leur structure amphiphile traverse trés facilement
les membranes cellulaires, et leur charge positive les dirige naturellement vers les
compartiments acides des cellules ¢’est-a-dire les endolysosomes (Breiden & Sandhoff, 2019).
Ces molécules vont ainsi s’accumuler dans ces organites car leur dégradation est trés longue,
plusieurs mois pour 1’amiodarone et I’hydroxychloroquine. Le mécanisme d’action des CAD
entrainant une phospholipidose n’est pas clairement établi, et pourrait dépendre de la molécule
en elle-méme. Néanmoins trois mécanismes communs ont été proposés (Abe & Shayman,
2009)

- Une action directe de la molécule CAD sur une protéine indispensable a la fonction des
endolysosomes, comme 1’inhibition directe de 1’activité phospholipase lysosomale en
se fixant sur son site actif ;

- Une modification du pH des endolysosomes, empéchant ainsi les enzymes acides de
dégradation de fonctionner par augmentation du pH en raison de I’accumulation de la
forme ionisée de la CAD,

- Une neutralisation de la charge négative des phospholipides membranaires due a la
fixation de la CAD empéchant I’interaction avec la phospholipase lysosomale

(mécanisme alternatif d’inhibition indirecte de I’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
(figurel7). Il est donc urgent de pouvoir identifier des marqueurs sanguins ou urinaires
permettant de suivre 1’apparition des signes de phospholipidoses, pour décider de I’arrét du

traitement médicamenteux.

PN RN RN =~ A
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 (Lillmann et al.,
1978).
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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 a une alimentation riche en

lipides, incluent par exemple 1’athérosclérose, 1’obésité ou la stéatose hépatique non alcoolique

(NASH).

L’athérosclérose est une « maladie » touchant tout le monde. En effet, les dépbts
lipidiques caractéristiques de I’athérosclérose débutent dés I’enfance, mais les premiers
symptdémes n’apparaissent que vers 40-50ans (NSFA). Elle est a I’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 a un désordre
lipidique associé a un fort contexte inflammatoire (Frostegard, 2013; Kobiyama & Ley, 2018;
Libby et al., 2019).

Elle se caractérise par des dépots lipidiques (plaque d’athérome) au niveau des arteres,
qui résultent notamment d’anomalies de I’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
exogene aux cellules, via la circulation sanguine. L’athérosclérose s’accompagnant d’un stress
oxydant, les LDL vont étre oxydées par un mécanisme qui n’est pas encore totalement ¢lucidé
(Navab et al., 2004). Ces LDL oxydées vont se déposer en agrégats dans I’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 diapédése pour aller dans I’intima des vaisseaux et se différencier en
macrophage. Les macrophages vont ensuite capter et phagocyter les dép6ts de LDL oxydées.
Cette captation s’effectue via les récepteurs scavenger (Kunjathoor et al., 2002; Moore et al.,
2013) de fagon non régulée contrairement a la captation via les LDL-R (récepteur aux LDL),
entrainant une entrée massive de LDL oxydées. A cela s’ajoute une diminution de I’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 a peu dans 1’intima des cellules, s’agrégeant jusqu’a diminuer la
lumiére des vaisseaux sanguins (Williams & Tabas, 1995). Ce dépbt 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 premiére étape est d’analyser le rapport entre les
HDL et les LDL circulantes qui n’est pas représentative de 1’évolution de 1’athérosclérose.
Ensuite des examens plus complexes et invasifs peuvent étre réalisés pour visualiser la

formation des plaques d’athérome.

Vaisseau
}sanguin -

}Intima
Formation de la plaque d’athérome
Diapédeése : migration des Macrophages gorgés de lipides et rétrécissement de la lumiere du
monocytes dans |a paroi artérielle (majoritairement de cholestérol) vaisseau sanguin

Figure 19: formation de la plaque d'athérome
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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 Francois Poulletier de la Salle en
1758 dans des calculs biliaires. Le cholestérol est souvent décrié pour son risque athérogene.
En effet, un régime riche en cholestérol est associé a une augmentation des risques de
« maladies » cardiovasculaires dont 1’athérosclérose. Néanmoins le cholestérol est bénéfique,

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

stéroidiennes et de certains acides biliaires.

3.1 Informations génériques sur le cholestérol

3.1.1 Synthese et structure

Le cholestérol peut étre synthétisé par toutes les cellules de mammifére, mais 50% de
la biosynthese de cholestérol est réalisée par les hépatocytes (Luo et al., 2020). Le cholestérol
est synthétisé a I’issue de 20 réactions enzymatiques successives en prenant comme premier
précurseur 1’acétyl-CoA. Ces enzymes sont localisées dans le RE des cellules. La synthése du
cholestérol est présentée dans la figure 21.

L’HMG-CoA réductase est ’enzyme clef de la synthése de cholestérol. En effet, elle
catalyse la réaction limitante de cette synthése. Cette étape est donc la clef de la régulation de
la synthese 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 1’homéostasie
membranaire des différentes cellules le constituant, cependant ce cholestérol ne provient pas de
I’alimentation ni de la de novo synthése issue du foie (Pfrieger & Ungerer, 2011). En effet les
lipoprotéines qui transportent le cholestérol dans le sang sont trop volumineuses pour passer la
barriere 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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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 exogéne), puis a peu pres dans des proportions similaires dans 1’appareil
de golgi, le réticulum endoplasmique puis la mitochondrie (tableau 16). Le cholestérol est
présent dans toutes les membranes cellulaires. 1l joue un réle dans la fluidité et la dynamique
des membranes. Il se trouve dans des régions riches en cholestérol nommeées radeaux lipidiques.
Les esters de cholestérol sont une forme de stockage du cholestérol dans le RE ou est réalisée
I’estérification du cholestérol, et dans les gouttelettes lipidiques ou sont stockés les esters de

cholestérol.

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

Membranes Réticulum Membrane | Mitochondrie | Appareil | Endosome
/Organites endoplasmiques | plasmique de Golgi | tardifs
Ratio (Cholestérol/ 0.15 1 0.1 0.2 0.5
Phospholipides
total)

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 grace 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 cceur 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 a 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 réle
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 I’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 estérifi¢é par ’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 étre 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 Al et ABC G1,

et capté par les accepteurs extracellulaires ApoAl 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 trés importante pour les cellules. Il y a

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

Quand la cellule est appauvrie en cholestérol, 3 mécanismes peuvent étre mis en jeu :
I’augmentation de la syntheése de cholestérol, I’augmentation de la captation de cholestérol et

enfin la diminution de I’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 genes de la synthése de cholestérol, plus particulierement celui de ’THMGCoA réductase
qui est I’enzyme limitante de la syntheése de cholestérol. En paralléle, on observe une
augmentation du nombre de LDL-R sur la surface cellulaire. Cette augmentation permet
d’accentuer D’apport de cholestérol exogene aux cellules. D’autre part, les niveaux
intracellulaires d’ABCG1 et ABCA1 sont diminués permettant de limiter 1’efflux de cholestérol

par les HDL et donc de garder le cholestérol dans la cellule (Luo et al., 2020).
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A T’inverse quand les cellules sont en excés de cholestérol, elles vont diminuer la
quantité de cholestérol intracellulaire : en diminuant la synthése de cholestérol, en limitant

I’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 syntheése du cholestérol. L’efflux de cholestérol est accentué par I’augmentation de
la proportion d’ABCAT1 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 recemment 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, apres internalisation, de diminuer
la concentration de LDL-R a 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 empéchant le recyclage
du LDL-R et entrainant sa dégradation (Leren, 2014) (figure 23).
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3.2.3 Devenir du cholestérol

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

biliaires et les hormones stéroidiennes.

Les oxysterols sont issus de 1’oxydation du cholestérol. Cette oxydation peut étre
enzymatique ou non enzymatique. Les oxystérols formés par réaction enzymatique joue un role
dans la régulation de I’homéostasie du cholestérol. Les oxystérols formés par 1’oxydation non
enzymatique du cholestérol jouent un réle dans 1’apoptose cellulaire. Dans la figure 24 se

trouvent les principaux oxystérols connus.

NON-ENZYMIC ENZYMIC

24 S-Hydroxy
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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 excés va étre sécrété dans les HDL sous la forme d’esters de

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

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

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

Les cellules productrices d’hormones stéroidiennes utilisent le cholestérol.

Apres

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

hormones stéroidiennes.

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 (biosynthese, captation, trafic intracellulaire).

Tableau 17 : liste des principales pathologies du cholestérol (Luo et al., 2020)
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Maladie Cause Symptdme Gene impliqué
Maladie de Accumulation de cholestérol Neurodégénerescence; NPC1, NPC2
Niemann-Pick dans les endosomes due a un élargissement du foie et de la
de type C défaut du transport du rate (ascite)
cholestérol
Dystrophie Augmentation de la production | Accumulation de Cholestérol UBIAD1
cornéenne de de cholestérol dans les cornées; opacification
Schnyder des cornées
Syndrome de | Appauvrissement en cholestérol Retard psychomoteur; DHCR7
Smith-Lemli- et augmentation du 7- malformation foie, reins etc.
Optiz déshydrocholestérol
Hypercholestéro | Perturbation de la captation des Cholestérolémie importante | LDLR, APOB,
[émie familiale LDL médiée par le LDL contenant un grand nombre de | PCSK9, ARH
récepteur LDL; maladie coronarienne
prématurée
Maladie de Perturbation de 1’efflux du Niveau trés bas de HDL et ABCA1l
Tangier cholestérol médié par le d’apoA-I; dépbt important
transporteur ABC Al d’esters de cholestérol dans les
tissus riches en macrophages;
risque accru de maladie
coronarienne
Sitostérolémie Perturbation de 1’efflux du Hypercholestérolémie, et ABCGS5,
cholestérol médié par les accumulation de stérols ABCG8
transporteur ABC G5 et ABCG végétaux, maladie
8 coronarienne prématurée
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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, a 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 trés hétérogenes, sécrétées par tous les types cellulaires. (Pathan et al., 2017; Théry
et al., 2018). 1l 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’¢liminer 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 programmeée des cellules. Leur
formation permet 1’activation de la réponse immunitaire et I’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 particuliéres avec une taille comprise entre 100-350nm
issus du bourgeonnement de la membrane plasmique (Cocucci & Meldolesi, 2015) secrétées
dans certaines conditions (stimulation, concentration de métabolites ou composés a la
membrane plasmique) et dans certains types cellulaires spécialisés (mélanocytes, cellules
dendritiques, macrophages..) indépendamment de 1’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. lls 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 sécretion est différent de la sécrétion du contenu
lysosomal observée dans certaines cellules non spécialisées, apres fusion du lysosome avec la
membrane plasmique. Ainsi 1’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 étre
secrétées par la plupart des cellules. Les méthodes actuelles de purification ne permettent pas
d’obtenir des échantillons purs pour chaque classe d’EV. 1l 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 particulierement 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 a partir de la membrane
plasmique (H. C. Anderson et al., 2005; Bianchi et al., 2014; Booth et al., 2006; Fang et al.,
2007). La premicre observation d’EV pouvant étre 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 réle 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 réle 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 réle 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 réle physiologique mais sont aussi impliqués en pathologie

Les exosomes ont une taille trop petite pour étre observées directement par microscopie
optique. La microscopie €électronique a 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’intérét
dans les exosomes. La cryo-microscopie électronique et la microscopie a 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 1’échantillon. Elle permet ainsi d’identifier différentes sous-populations
au sein de 1’échantillon, grace a la combinaison de différents marqueurs. Ceci permettrait de
caractériser les différentes sous-populations d’EV. Enfin il est possible d’analyser les exosomes
grace a la microscopie a 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 étre 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 Pas d’information 2D
marquages / observation de
la taille et forme des
veésicules
Cryo ME Information 2D Pas de marquage possible/
tres couteux et non
disponible pour tous les
laboratoires de recherche
AFM Information 2D Pas de marquage possible/
tres couteux et non
disponible pour tous les
laboratoires de recherche

Nanocytométrie en flux Tri et comptage des Pas d’information
vesicules morphologique, en cours de
développement
Microscopie a fluorescence Observation de la Pas d’information
fluorescence et donc morphologique
possibilité de proportion
protéique
NanoSizer (Malvern) mesure de la taille et Pas d’information
*Zetasizer comptage des vesicules ; morphologique et pas de
*mesure du potentiel zéta marquage possible
NTA (Malvern) Possibilité de réaliser des Pas d’information
marquages ; mesure de la morphologique
taille et comptage des
vésicules
TRPS (Izon) mesure de la taille et Pas d’information
comptage des veésicules ; morphologique et pas de
mesure du potentiel zéta ; marquage possible

Plusieurs techniques de purification sont possibles, chacune apportant néanmoins des
biais qui modifient I’analyse. La technique de référence est une ultracentrifugation différentielle
permettant de sédimenter les exosomes, mais 1’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 1’isolement des exosomes,
un gradient de sucrose peut étre réalisé a la suite de 1’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 a 1’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-méme composee de
protéines et de lipides. Dans le lumen des exosomes, on retrouve des protéines solubles, des
ions, des ARN et possiblement de I’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
I’endocytose, (Gruenberg, 2020)) est logiquement retrouvée apres leur sécétion. En effet, une
seule lignée cellulaire (cellules HEK 293T) peut sécréter des exosomes de composition
hétérogéne 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 a 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 probléme lors de I’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 fagcon 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
enchassées dans la membrane ce qui en fait de bons marqueurs car elles seront liées a 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 I’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 observe une similitude entre le profil

lipidique exosomal et cellulaire. Néanmoins, le ratio des différentes classes de lipides est
92

Cette thése est accessible a I'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2021LY SEI098/these.pdf
© [M. Rabia], [2021], INSA Lyon, tous droits réservés



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 1’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 (llnytska, 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 I’ARN et de ’ADN. Ces molécules

pourront étre transmises a d’autres cellules, comme décrit plus loin dans cette partie.

4.3 Biogenese des exosomes : les machineries moléculaires impliquées

Bien que les exosomes soient décrits depuis plusieurs décennies, leur biogenese n’est
pas encore complétement connue. Un consensus propose que les exosomes proviennent des
MVB, qui aprés 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; Yafiez-M0 et al., 2015). Néanmoins, des revues récentes évoquent deux autres types
de sécrétion des EV considérant leur origine membranaire a la fois plasmatique et endosomale
(exosomes) (figure 25)(Gurunathan et al., 2021; Pegtel & Gould, 2019). 11 s’agirait d’une part,
du bourgeonnement de la membrane plasmique et d’autre part de la formation d’IPMC
(compartiments intracellulaires connectés a 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 critéres
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
sécretion est aussi caractéristique des microparticules, créant un biais lors de 1’identification de
ces EV.
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Les IPMC quant a eux sont issus de 1’invagination de la membrane plasmique. Une
vésicule intracellulaire serait formée par invagination de la membrane plasmique mais cette
vesicule 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
apres infection par le VIH (virus de I'immunodéficience humaine). Il est donc possible qu’en
condition physiologique, ce phénomene ne soit pas présent. (Deneka et al., 2007; Nkwe et al.,
2016; Welsch et al., 2007).

La biogenése des EV est un processus membranaire trés dynamique variable selon les
types cellulaires et dépendant a la fois des protéines recrutées (séquences spécifiques
d’adressage membranaire et possibilit¢ d’oligomérisation a la membrane) et des propriétés
physico-chimiques des lipides membranaires impliqués (comme nous verrons plus loin). Le
systéme de sécrétion serait secondaire pour la définition des exosomes. En effet une hypothése
soutient le fait, que le contenu des exosomes serait défini en amont de la cellule peu importe le
systeme de sécrétion (Gurunathan et al., 2021). Contrairement au mécanisme habituel de
séquences spécifiques ou peptide signal, permettant aux protéines d’étre adressées aux
différents organites de la cellule ou vers le milieu extracellulaire, I’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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Corps multivésiculaires

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 a la formation de domaines membranaires ; 2 : fusion des MVB
avec la membrane plasmique ; 3 : IPMC (compartiments intracellulaires connectés & 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 étre définis par ces criteres morphologiques mais aussi par les marqueurs
protéiques déja établis, comme par exemple les tétraspanines CD63, CDS81, 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 facon variable dans les exosomes des cellules (lInytska,
Jeziorek, et al., 2021; Miranda et al., 2018; Rabia et al., 2020; Record et al., 2018; Skotland et
al., 2017). Les protéines jouent un rdle essentiel dans la sécrétion des exosomes, comme par
exemple, les tétraspanines ou bien les protéines associées au complexe ESCRT ou constitutives
qui jouent un role dans les invaginations et la fusion des membranes, permettant ainsi la
formation des ILV et leur sécrétion tous modéles 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)

Protéines
Lipides Organisatrices Adhésion Trafic Spécifique Transduction du | Facteur de ) ..
des . . . du type Enzymes . , Chaperones | Acide nucléique
cellulaire |intracellulaire ! signal synthése
membranes cellulaire
Cholestérol CD9 Intégrines RAB CMH-| Peroxidases |Protéines Kinases ALIX HSP70 Micro ARN
Céramides CD81 Actadhérines GTPases CMH-II |Pyruvate Kinase B-caténine TSG101 HSP90 ARN non codant
Sphingolipides| CD63 ICAM Annexines APP Enolase 14-3-3,G protéine| Synténine ARN m
BMP TSPANG6 PMEL GAPDH Ubiquitine ADN
TSPANS TCR Clathrine
CD151 Fasl VPS32
CD37 CXCR4 VPS4
CD53 HSPG
Flotilin1et2 CD86
PrP
TFR
WNT

Les lipides jouent aussi un réle trés important dans la biogenese des exosomes et plus
particulierement dans la fusion et 1’invagination membranaire. En effet, les phospholipides
ayant une forme conique comme le BMP, PE, PS ont la particularité de jouer un réle dans la
fusion et la fluidité membranaire. L’équipe de Subra a émis 1’hypothése que le BMP en raison
de ses propriétés fusogéniques, participerait a la sortie des exosomes via les MVB, en favorisant
la fusion des membranes des MVB et de la membrane plasmique. Dans cette hypothese, le BMP
ne sortirait pas de la cellule (Subra et al., 2007). Cette hypothése 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 réle dans la
formation des exosomes. En effet, plusieurs études ont montré des modifications du BMP
contenu dans les exosomes lors de perturbation de 1’autophagie et de la voie endosomale.
Miranda et al. ont pu montrer lors de [Iinhibition 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 quantit¢ de BMP

intracellulaire dans un modeéle de cellules déficientes en NPC 1 (linytska, Jeziorek, et al., 2021).

Le métabolisme des ceramides est indispensable a la biogenése des exosomes. En effet,
une des fagcons de stopper la sortie des exosomes est d’utiliser 1’inhibiteur de la nSMase?2
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 deformation membranaire induite localement par les
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ceramides agissant donc sur la formation des ILV. Toutefois le mécanisme impliqué n’est pas
complétement 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, a
s’entourer d’'une multitude de contréles morphologiques, de marqueurs protéiques, lipidiques
ou ARN, pour caractériser la présence d’exosomes et comparer les résultats obtenus. Des études

doivent étre menées pour clarifier le mode de secrétion des exosomes et leur biogenese.

4.4 ROle des exosomes

4.4.1 Role physiologique

Les exosomes ont plusieurs fonctions, amenant a les comparer a un couteau suisse
(Gurunathan et al., 2021). IIs vont en effet jouer un réle dans 1’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 role bénéfique dans 1’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 I’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 di
a une augmentation des ROS dans la cellule liée a 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 I’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 rdle 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 role dans la communication intercellulaire en

transportant des protéines, des lipides, de I’ADN ou bien de I’ARN (Costa-Silva et al., 2015;
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Tkach & Théry, 2016; Valadi et al., 2007). En effet, I’ 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
a la cellule des recepteurs déja activés (Khalyfa et al., 2017). Le transfert de ce matériel

génétique (ADN ou bien des ARN) jouerait un role dans 1’activation de différents génes.

Les exosomes jouent aussi un role dans I’immunité. En effet, les exosomes vont pouvoir
porter le CMH-II et d’autres stimulateurs, ou bien directement présenter des antigenes aux
lymphocytes permettant de déclencher I’immunité (Raposo et al., 1996). En effet, ’injection
d’exosomes contenant des antigénes 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 1’activation des lymphocytes T par exemple (Giri & Schorey,
2008; Raposo et al., 1996).

Les exosomes jouent un réle 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 role dans la défense immunitaire en arborant le CMH-II ou bien en transportant des

antigenes.

4.4.2 ROle en pathologie

Les fonctions des exosomes vont étre détournées dans certaines pathologies. Lors
d’infections virales, les exosomes vont contenir des éléments viraux permettant la propagation
de P’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 fagons, soit
en propageant l’infection aux autres cellules saines, soit en agissant contre le systéme

immunitaire pour permettre a I’infection de progresser.
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Une ¢étude clinique portant sur le virus de I’hépatite B a permis de mettre a 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 systéme 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 ét¢ montré que des exosomes sécrétés par des cellules infectées
par le VIH contiennent des éléments TAR (Transactivation response element RNA) qui jouent
un réle dans la prolifération tumorale (L. Chen et al., 2018).

Lors de cancers, les exosomes vont jouer un réle a plusieurs niveaux. D’une part, les
exosomes peuvent promouvoir I’angiogenese qui est un phénoméne essentiel a la croissance
tumorale. Les cellules cancéreuses ont en effet un besoin important en nutriments amenes par
le sang et donc un réseau capillaire tres développé (Datta et al., 2017; Kucharzewska et al.,
2013; Peinado et al., 2017). Les exosomes vont aussi pouvoir étre 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-11 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 I’inhibition de ’activation des
lymphocyte T CD8+ entrainant une diminution de la fonction anti tumorale de I’organisme(G.
Chen et al., 2018). Les exosomes ayant la capacité de transmettre du matériel génétique, les
cellules cancéreuses vont pouvoir utiliser ce systeme pour transferer leur matériel génétique
tumoral aux autres cellules saines. lls 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 I’importance des exosomes en physiopathologie ont suscité
un intérét grandissant pour leur utilisation comme biomarqueurs pour suivre 1’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 premiére
porte sur I’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 1’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 trés intéressants pour 1’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 modéle de Parkinson murin a montré que I’on pouvait cibler
les cellules neuronales en intégrant le peptide RVG aux exosomes. De plus, en incorporant a
ces exosomes RGV un sh RNA-MC dirigé contre 1I’a-synuclénine, les agrégats de cette protéine
dans le cerveau des souris sont réduits, améliorant 1’état moteur des souris (lzco 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 secrétes 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 étre 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 méme 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 étre utilisé
comme biomarqueur comme par exemple lors de cancer du pancréas, de I’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 exces 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
B amyloide. Lors de I’inhibition de la voie endolysosomale chez des neuroblastes murins, une
sécrétion d’exosomes enrichis en peptide f amyloide est observée. Les exosomes peuvent jouer
un réle dans 1’élimination du peptide p amyloide des cellules (Miranda et al., 2018; Miranda &
Paolo, 2018).

Les exosomes ont des rdles 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’acces,

ce qui permettrait d’éviter les actes de diagnostics invasifs pour les patients.

Tous ces travaux récents montrant I’importance des vésicules extracellulaires comme
outils thérapeutiques et diagnostiques en particulier lors des dysfonctionnements endolysomaux
nous ont pousseé a étudier plus précisément le role 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 a 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 espéeces animales. Une
premiére estimation des acides gras estérifiés a pu étre 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 spéecifique. Le BMP est un lipide sous représenté, ne
représentant dans la majorité des cellules que seulement 1% des phospholipides totaux.
Toutefois, il représente jusqu’a 18 % des phospholipides totaux de macrophages alvéolaires des

poumons (Hostetler, 1982).

5.1 BMP : structure et nomenclature

Le BMP est un isomeére 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-/’ du deuxieme
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-/’ du deuxieme glycérol. Les 2 acides gras

du PG sont estérifies sur le premier glycérol en position sn-2 et sn-3.
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Figure 26 : A : structure du Bis(monoacylglycéro)phosphate ; B : structure du Phosphatidylglycérol

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 a discussion (Kobayashi et al.,
2002; Luquain et al., 2000; Waite et al., 1990). En effet, en condition cytosolique, c’est-a-dire
apH 7,4, les acides gras estérifiés sur le BMP devraient étre 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 I’estérification des acides gras en position Sn-2 : sn-2’ si particuliére (Tan

etal., 2012).

Le BMP est une molécule chirale, en effet les carbones sn:2 et sn:2” des glycérols sont
chiraux. Trés simplement, une molécule est dite chirale lorsqu’elle dispose d’un atome de
carbone stéréogene / asymétrique. C’est-a-dire que ce carbone est associé a 4 groupements
chimiques différents. Une molécule portant au moins un carbone chiral ne peut se superposer
sur elle-méme. 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 ou il est en position S d{ a la liaison phosphodiester en sn:1.
Le BMP a une conformation S,S’ (Brotherus et al., 1974) contrairement a son isomere PG qui
a une conformation R,S (Itabashi & Kuksis, 1997).
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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 a étre utilisés :
I’acide lysobisphosphatidique (LBPA) (Gruenberg, 2020; linytska, Jeziorek, et al., 2021) et le
bis(monoacylglycero)phosphate (Gallala & Sandhoff, 2011; Hullin-Matsuda et al., 2009;
Pribasnig et al., 2015; Rabia et al., 2020). L’appellation BMP apparait dés 1972 (Wherrett &
Huterer, 1972), basée sur la structure du phospholipide. En effet le BMP est constitué de deux
molécules de glycérol, chacune estérifi¢ce 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 I’acronyme est aussi BMP et dont la recherche comporte plus de
15000 entrées dans pubmed (Gruenberg, 2020). Toutefois, du point de vue structural,
I’appellation LBPA acide lyso-bis-phosphatidique signifie deux acides lysophospatidiques.
Comme énoncé par I’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 étre
privilégié (Fahy et al., 2005; Gallala & Sandhoff, 2011) (figure 27).

A B o |O|
o) sn-1 | sn-1’
O sn-| 1] sn-1’ O H,C —Q—P—0—CH, /C_R2
. reie ey [
R O sn-2 O~ 0O sn-2’ TH sn-2 0 n- Hr Cl)
HO sn=3 o sn-3’ OH CH,3 5n-3 Sn'3,H20_O_P_OH
R |
(0]

Figure 27: A : structure du BMP; B : structure théorique de I’acide lysobisphosphatidique

104

Cette thése est accessible a I'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2021LY SEI098/these.pdf
© [M. Rabia], [2021], INSA Lyon, tous droits réservés



5.12

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 I’acide ol€¢ique et 1’acide docosahéxaénoique (22 :6n-3, DHA). Le DHA est un acide

gras peu abondant, représentant en genéral moins de 5% des acides gras des PL cellulaires.

Néanmoins, les espéces contenant au moins un DHA estérifié vont représenter jusqu’a 40 %

des especes moléculaires du BMP dans les cellules utérines de rat (Hullin-Matsuda et al., 2009).

L’équipe a mis en évidence I’enrichissement en DHA du BMP par rapport a 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 exogéne en DHA par rapport aux
autres PL (Besson et al., 2006; Bouvier et al., 2009) (tableau 21)

Tableau 20 : enrichissement en DHA du BMP exogéne (% 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 exogene (% 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 | contréle | +DHA | contrdle | +DHA | contrble | +DHA
Origine BMP BMP PC PC PE PE
RAW 7,4 59,4 3,9 30,1

264.7
THP-1 6,6 29,3 0,8 2,4 5,2 4,8
Foie de 31,9 70,7 7,5 14,3 19,5 32,3
souris
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Une espece moléculaire d’un phospholipide est caractérisée par les acides gras qui y
sont estérifiés, par exemple 1’espéce moléculaire di-DHA BMP contient deux molécules de
DHA (figure 28). Cette espéce est particuliere caron 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 Chapl) . Cette richesse en acides
gras insaturés ajoutée a une forme conique du BMP permet d’augmenter ce role de fluidifiant
dans la membrane (Burger, 2000; Dikic, 2004; Hullin-Matsuda et al., 2009; Matsuo et al.,
2004). Bien que le DHA soit trés présent dans le BMP de certains tissus, 1’espece 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 1’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 especes
moléculaire sont plus diversifiées lors d’une analyse in vivo comme dans des urines humaines
(Rabia et al., 2020).
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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
Dacide gras par rapport a 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 Lysosome Foie Macrophages | Cellule | Testicules Cellule
gras de foiede | humain! | pulmonaire | utérinede | de rat® BHK*
rat! de lapin? rat®

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’étre moins sensible a I’hydrolyse par les

phospholipases in vivo (Cochran et al., 1987; Luquain et al., 2000).

5.2 Meétabolisme du BMP : synthése et catabolisme

5.2.1 Synthése

Bien que le BMP soit connu depuis un peu plus de 50 ans, sa synthese est encore
méconnue. En effet plusieurs aspects de sa biosynthese sont encore méeconnus tant pour les

enzymes impliquées que sa localisation.

Tout d’abord, deux localisations subcellulaires de la synthése 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 particuliére du BMP en sn-1 :
sn-1° se retrouve dans d’autres organismes comme les archées. Comme la mitochondrie
proviendrait de I’endosymbiose d’une bactérie par une cellule, on pourrait supposer que le BMP
et/ou un précurseur pourrait y étre 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 1’hypotheése que le BMP y est
produit. La possibilité de stimuler la synthése 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; linytska, 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 endogene

se trouve exclusivement dans les mitochondries.

Le BMP est majoritairement synthétisé de novo a partir du PG, précurseur endogene
issu de I’acide phosphatidique (Hullin-Matsuda et al., 2007). Lors de travaux sur I’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 dd a une activité transacylase.

Une voie de synthése du BMP a été proposee 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 1’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 I’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 1’estérification d’un acide gras sur le

sn-2 qui devient le snl :sn1’ BMP.
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Figure 30 : schéma possible synthése 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

endogene se trouve exclusivement dans les mitochondries.

Les cardiolipines ont aussi €té proposées comme précurseur de BMP. Lors d’incubation
de cardiolipines avec des lysosomes de rat a pH acide, on observe une synthese de BMP. Le
BMP serait synthétisé via le lysoPG issu de la dégradation du cardiolipine (Poorthuis &
Hostetler, 1978). Les auteurs ont émis I’hypothése que le BMP est synthétisé dans les
endolysosomes, a des zones de contact entre les endolysosomes et des membranes contenant
des precurseurs. 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 a 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 montreé la
présence dans les lysosomes d’une phosphodiesterase acide qui hydrolyse le BMP (Matsuzawa
& Hostetler, 1980). La PLAL (Cochran et al., 1987), la PLA2 (Ito et al., 2002), la PLRP2
(Record et al., 2011) et ’ABHDG6 (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 facon
ubiquitaire dans les cellules. La PLRP2 (pancreatic lipase-related protein 2) a une activité
PLA2 au pH optimum de 5,5, localisée de fagon ubiquitaire dans la cellule. L’ABHD6 (o/f8
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 grace a sa fonction
phosphodiestérase (Breiden & Sandhoff, 2021). Elle est active a 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 mammiferes. 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’étre 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 méme role dont la distinction est
récente, ce qui a conduit dans un premier temps a localiser le BMP uniquement dans les
lysosomes. Le BMP apparait dans la voie endolysosomale a partir des corps multi vésiculaires
(MVB) et sa concentration augmente en paralléle de 1’acidification du compartiment endosomal
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(Hullin-Matsuda et al., 2014). Sa concentration est a son maximum au niveau de 1’endosome
tardif. Bien que le BMP soit un phospholipide peu représenté dans les cellules (de ’ordre de 1
a 3% des lipides totaux), il représente 15 a 20 % des phospholipides totaux des endosomes, et
jusqu’a 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., 20009,
2014; Kobayashi et al., 1998) (figures 31 et 32). Dans de rares cas, le BMP va pouvoir étre
observé au niveau du feuillet externe des endosomes tardifs. Cette localisation atypique est di

au phénomene de back fusion (Gruenberg, 2020).

Figure 31 : localisation intracellulaire du BMP, d’aprés (Kobayashi et al., 1998), marquage immunologique
couplé a 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 lanticorps 6C4 (anti-BMP), taille des billes d’or 10 nm source (Gruenberg, 2020)
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5.3.2 Extracellulaire

Jusqu’a 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
I’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 ROle physiologique

5.4.1 Role dans I’endocytose et la dynamique membranaire des endolysosomes

La structure et la charge négative sur le groupement phosphate conférent au BMP une
conformation conique dans les membranes, trés déstabilisante pour les membranes biologiques.
De nombreuses études ont montré le role de fluidifiant et déstabilisant des membranes
contenant du BMP. Des liposomes contenant du BMP et du GM1 en proportion équimoléculaire
soumis a une différence de pH interne/externe similaire a 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 a former spontanément des invaginations de la
membrane vers 1’intérieur de liposome a pH acide et donc d’extrapoler sa fonctionnalité dans

I’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 veésiculisation (Carriére 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’aprés Hayakawa et al., 2007)

Le D-PDMP qui entraine une diminution du pH augmente le nombre de corps multi
veésiculaires 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 controler la formation d’IVL vers le lumen endosomal mais aussi
vers le cytosol (back fusion) (Dikic, 2004; Falguiéres 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 a 1’hydrolase ABHD6 de dégrader le BMP (voir partie catabolisme du BMP)
(Grabner et al., 2020; Pribasnig et al., 2015). La réalisation de ces phénoménes d’invagination
par le BMP et ALIX requi¢rent d’autres facteurs, comme par exemple les complexes ESCRTs
(Dikic, 2004; Falguieres 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
pathogeénes vont utiliser la back fusion comme par exemple la toxine de 1’anthrax, le virus HIV,
le virus de la stomatite vésiculaire (VSV), de 1’encéphalite japonaise et de la fievre jaune

flavivirus (Abrami et al., 2013; Carriere 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 rdle tres important dans la
dynamique membranaire des endosomes mais pas seulement. Le réle du BMP dans la fusion
membranaire est a 1’origine de I’hypothése émise par Subra et al (Subra et al., 2007) considérant
le réle du BMP dans la fusion membrane plasmique - corps multi vésiculaire, permettant la

sécrétion d’exosomes, qui sera développée plus loin.

5.4.2 Role dans ’homéostasie et le trafic intracellulaire du cholestérol

Le BMP joue plusieurs réles dans le transport et le métabolisme du cholestérol. Le
cholestérol issu des LDL est distribué dans la cellule a 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 I’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 I'utilisation d’U18666A sur des cellules HeLa et BHK (Lebrand et al., 2002). Ce
phénotype est semblable a celui observé dans la maladie de NPC. Lors de I’utilisation de
I’anticorps anti-BMP, il y a une diminution de I’efflux du cholestérol par les HDL, le BMP
jouerait donc un réle au niveau de la voie des transporteur ABC G1 et ALl (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 I’incubation de 1’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 a une diminution de I’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 I’expression de SREBP2 et de la HMGCOA réductase, enzymes
clés de la synthese du cholestérol, suggérant une diminution de la synthése de cholestérol
(Luquain-Costaz et al., 2013). Il y aurait aussi une augmentation du cholestérol libre présent
dans le RE sans augmentation de ’estérification du cholestérol. Toutefois, 1’augmentation du
BMP entraine aussi une diminution de 1’efflux par les HDL, résultant d’une diminution de
I’expression des ABC transporteurs Al et G1 et des LXR a et 3. 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 I’importance du taux de BMP endosomal dans la régulation
de I’homéostasie du cholestérol en controlant 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 rdle dans le trafic
du cholestérol. En effet, la diminution de I’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 a 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 I’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 I’équipe ont en outre suggéré un rdle protecteur du BMP contre
I’oxydation du cholestérol qui génére les oxystérols. Ces produits d’oxydation sont issus des
LDL oxydées et /ou apres oxydation intracellulaire du cholestérol dans le LE (Y. Chen et al.,
2015, 2018) . Le role protecteur du BMP serait médié par la protéine ORP11(Arnal-Levron et
al., 2019). De plus I’espece moléculaire di-DHA BMP joue un réle d’antioxydant permettant

d’éviter ’oxydation du cholestérol en oxystérols (Bouvier et al., 2009)

L’utilisation de 1’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 I’incubation de cellules NPC

avec I’anti-BMP ou bien des cellules incubées avec ’anti-BMP et I’'U1866A, les endosomes
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tardifs perdent leur mobilité. Les auteurs suggeérent que cette inhibition est due a I’augmentation
du cholestérol dans les endosomes (Lebrand et al., 2002).

Enfin, une étude sur le réle du BMP dans des modeles NPC1 ont montré un lien entre
le BMP et l’autophagie. En effet, 1’augmentation du BMP intracellulaire entraine une

diminution du cholestérol cellulaire via ’autophagie dans ces modéeles (lInytska, Lai, et al.,
2021).

5.4.3 Rodle du BMP dans les voies de dégradation intra- lysosomales

Le BMP est aussi associé a la régulation de certaines hydrolases. En effet sa charge
négative permettrait d’augmenter 1’accessibilit¢é 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 I’activité de la LAL
(Makino et al., 2006). La LAL permet 1’hydrolyse des esters de cholestérol issus des LDL.
Néanmoins lors de I’utilisation de 1’anti-BMP dans des cellules, il n’y a pas de modification de
I’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 a une
augmentation de la quantité de phospholipides et de sphingolipides dans les endolysosomes.
Cette augmentation est aussi observée avec 1’anticorps anti-BMP (Kobayashi et al., 1998). Le
BMP joue donc un rdle dans la dégradation intra-lysosomale en augmentant les interactions

hydrolase - substrat.

Des etudes antérieures et récentes ont démontre 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 rdle 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 1’appareil de golgi,
d’ou ils sont recrutés vers les endosomes puis recyclés vers 1’appareil de golgi, conduisant a
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 B2GPI 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
B2GPI, 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 role dans ces pathologies associees
aux APS (Galve-de Rochemonteix et al., 2000). Récemment Muller-Calleja et al (Kaplan, 2021,
Miiller-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 a la protéine C). En
condition physiologique, I’EPCR est associé a différents phospholipides comme les PC, mais
pas le BMP(Dahlback & Villoutreix, 2005). Cette association permet I’activation de la protéine
anti-coagulante C, permettant le déclenchement de réaction anti inflammatoire et anti
thrombotique. Mais lors d’APS, I’EPCR est associé au BMP(Kaplan, 2021; Miiller-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 I’activation des cellules B induisant une augmentation des AP,
I’activation des plaquettes pouvant déclencher des thromboses et une réaction inflammatoire
(Kaplan, 2021; Miuller-Calleja et al., 2021). Des cas d’APS ont pu étre observés lors de
syndrome de déficience respiratoire sévere lors de la COVID-19 (Martirosyan et al., 2019)ou
lors de Lupus (Kaplan, 2021).

Le r6le du BMP dans les APS est a 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 a 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’étre un biomarqueur de LSD/phospholipidose. Cependant, il
s’agit d’un biomarqueur générique. C’est-a-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 1’industrie pharmaceutique. De nombreuses études
chez le rat ont montré que la chloroquine et I’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 1’amiodarone (K. L.
Thompson et al., 2012). Notre équipe a récemment montré que le traitement a I’amiodarone
entraine une augmentation du BMP urinaire chez I’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 I’utilisation du BMP comme outil thérapeutique. Une
étude préliminaire portant sur la NPC est prometteuse. L’équipe de Storch (IInytska, Jeziorek,
etal., 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,

I’augmentation de BMP est corrélée a une meilleure sortie du cholestérol des cellules NPC. Le
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BMP aide en outre & éliminer du cholestérol via un mécanisme d’autophagie. En effet
I’augmentation du BMP intracellulaire stimule 1’autophagie et permet de diminuer la surcharge
en cholestérol (linytska, Lai, et al., 2021). Cette étude supporte 1’utilisation du BMP dans

diverses maladies de surcharge en cholestérol comme la NPC.

Le BMP jouerait un réle dans le dégorgement des cellules du peptide B amyloide. En
effet lors de perturbation endosomale induite dans des neuroblastes, les cellules secrétent des
exosomes enrichis en BMP et peptide 3 amyloide. Il serait intéressant de poursuive ces études
pour étudier le réle du BMP dans les maladies neurodégénératives. (Miranda et al., 2018;
Miranda & Paolo, 2018).

Enfin I’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 1’excés d’oxystérols dans les cellules
(Arnal-Levron et al., 2019). Pour rappel, les oxystérols provoquent un stress oxydatif qui

conduit a I’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 8 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 héte (Carpio & Villalain, 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 étre libérés dans le cytosol et
donc poursuivre et propager I’infection. Ce détournement nécessite une composition lipidique
spécifique de la membrane des endosomes (Carpio & Villalain, 2020; Luquain-Costaz et al.,
2020; Roth & Whittaker, 2011). Le virus de la stomatite vésiculeuse (VSV) requiert du BMP
pour échapper a la voie endosomale et poursuivre I’infection (Luyet et al., 2008): des études
ont en effet montré que la diminution de la quantit¢é de BMP (en diminuant I’expression de la
protéine ALIX) réduit I’infection par le VSV (Carriere et al., 2020; Matsuo et al., 2004).
L’utilisation de I’anticorps anti-BMP provoquant I’immobilisation du BMP dans les endosomes
entraine une diminution de I’infection par le virus de la dengue (Carriére et al., 2020;

Pattanakitsakul et al., 2010). (Carriere et al., 2020; Pattanakitsakul et al., 2010). L’augmentation
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de BMP obtenue lors de perturbation endosomale induite par I’'U18666A ou le MAFP conduit
a une diminution de I’infection par le HIV (Carriére et al., 2020; Chapuy-Regaud et al., 2013).

Deux récentes revues (Carriére et al., 2020; Luquain-Costaz et al., 2020) ont mis en
évidence le double réle du BMP dans les infections virales. Le BMP jouerait un réle pro viral
lorsque I’infection virale a lieu sans perturbation endosomale. Le BMP jouerait un role anti
viral lorsque 1’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 a la back fusion grace a ces propriétés fusogéniques, qui sont maximales
a pH acide et faible a pH 6,4 (d0 a une modification de la position des acides gras). La
chloroquine augmente le pH des endosomes, concluant a un pH d’environ 7,4 (Tycko &
Maxfield, 1982). Ce qui diminuerait la back fusion des endosomes due a une modification de

la position des acides gras du BMP, et donc limiterait I’infection des virus (Carriere et al., 2020).

Le BMP pourrait donc étre a la fois une cible et un outil thérapeutique dans les infections

virales.

121

Cette thése est accessible a I'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2021LY SEI098/these.pdf
© [M. Rabia], [2021], INSA Lyon, tous droits réservés



PARTIE II-MATERIELS ET
METHODES

122

Cette thése est accessible a I'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2021LY SEI098/these.pdf
© [M. Rabia], [2021], INSA Lyon, tous droits réservés



Chapitre 6 : Mateériels et produits utilisés

6.1 Matériels spécifiques utilisés

Tableau 23: liste du matériel utilisé

Matériels Utilisation

Centrifugeuse 5804R  Eppendorf Toutes les centrifugations jusqu’a
(rotor S-4-72 /FA 34-6-38/FA 45-30-11) 10 000g

Ultracentrifugeuse Ultra Beckman Purification EV et préparation du
CO-LE8OK  (rotor 50.2 Ti) milieu « EV free »

Ultracentrifugeuse  Optima  TL Purification EV apreés ultrafiltration

Ultracentrifuge  Beckman (rotor TLA

100.3/100.2)
Ultracentrifugeuse Optima XE-90 Gradient de sucrose
Beckman Coulter (rotor SW 41 Ti)
Tube amicon cut off 100 kDa (Sigma Ultrafiltration
ref UFC 9100/24)
Lecteur de plaque : Multiscan Go Lecture absorbance dosage protéines

(Thermo scientific)

Imageur : Camera Image Master Analyse Western blot
VDS-CL (Amersham Biosciences)
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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 reférence Avanti Polar Lipids référence
di-oléate BMP bis(monooleoylglycero)phosphate 857133P
(S,R Isomer)
di-oléate PG 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phospho- 840475P
(1’-rac-glycerol)
di-myristate BMP bis(monomyristoylglycero)phosphate 857131P
(S,R Isomer)
di-myristate PG 1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3- 840445P
phospho-(1'-rac-glycerol)
Cholestéryl oléate (EC 700269P
18:1)
cholesteérol 700000P
di-oléate PC 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3- 850375P
phosphocholine
di-oléate PE 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3- 850725P
phosphoethanolamine
di-oléate PS 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phospho- 840035P
L-serine
Oléate sphingomyéline N-oleoyl-D-erythro- 860587P
sphingosylphosphorylcholine
Triolein (tri-oléate TAG) | 1,2,3-tri-(9Z-octadecenoyl)-glycerol 8701100
di-oléate DAG 1-2-dioleoyl-sn-glycerol 8008110
Acide oléique 8618090

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, I’amiodarone hydrochloride, ’'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 feetal (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 Lamp1l (sc-20011).

L’anticorps secondaire dirigé contre les anticorps monoclonaux de souris couplé a 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
1gGi« sous forme
purifiée)

BMP de
hamster
(membranes
endosomales
de cellules
BHK)

Souris

Anti CD63

Sc-5275

Monoclonal

19G:

Protéine
totale
humaine

Souris

Anti CD81

sc-166 028

Monoclonal

19G2p

Acides
aminés 90-
210 de la
protéine
humaine

Souris

Anti
TSG101

sc-7964

Monoclonal

19G2a

Acides
aminés 1-
138 de la

protéine de
souris

Souris

Anti ALIX

sc-53540

Monoclonal

IgGlK

Protéine
totale
humaine

Souris

Anti Lampl

Sc-2011

Monoclonal

IgGlx

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 contrdlées pour

vérifier ’absence de mycoplasme.

6.3.1.1 Lignées cellulaires commerciales

Toutes les lignées cellulaires sont issues de 1’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-71™) sont cultivées avec du milieu MEM
(Minimum Essential Media), supplémenté avec 10% de sérum de veau feetal (SVF)
décomplémenté, 1% d’acides aminés non essentiels (NEAA), et 100U/ml de pénicilline,
100 pg/ml streptomycine (1% P/S). Les cellules sont placées a 37°C dans une atmosphere
humide avec 5% CO.. Ces cellules sont des macrophages péritonéaux murins, obtenus apres
infection par « le virus de la leucémie Abelson ». Elles ont un temps de doublement d’environ
18h. Elles sont utilisées jusqu’a un passage n=20. Elles sont cultivées en routine dans des
flasques de culture de 75cm?, et récupérées par grattage du tapis cellulaire pour la subculture.
Les cellules sont ensuite ensemencées a 5.10° 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 cultivees
dans du milieu DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) supplémenté avec 10% de sérum
de veau feetal décomplémenté, et 1% P/S. Les cellules sont placées a 37°C dans une atmosphére
humide avec 5% CO,. 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 a 3.10° 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 100ug/mL de streptomycine. Les cellules sont placées a 37°C dans une
atmosphére humide avec 5% CO,. Les THP 1 sont des monocytes humains issus d’un

prélevement sanguin d’un enfant atteint de leucémie. Elles ont un temps de doublement
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d’environ 24h et sont utilisées jusqu’a 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 a 30.10° 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 contrdles ou patients NPC

Les cellules, fibroblastes issus de biopsie de peau de sujets contrdles ou de patients
atteints de NPC, ont ét¢ obtenues dans le cadre d’un contrat de transfert avec le Centre de

Ressources Biologiques des Hopitaux 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 pg/ml
streptomycine et I’ajout de CaCl. (2 mM final). Les cellules sont placées a 37°C dans une
atmosphére humide avec 5% CO:.. 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 a 1,5.108 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 contréles utilisés

Cellule Age sujet Type Mutation
AC900 20 jours Contréle
AC935 1 an et demi Contréble
AD160 9 mois Contréle
R935 1 an et demi NPC NPC1 : R218Q
(homozygote)
R715 1 mois et demi NPC NPC2 : C99R
(homozygote)
RO75 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 I’interface enrichie en leucocytes sanguins (ou « buffy
coat ») obtenue aupres de la Croix Rouge Suisse et provenant de poches de sang de volontaires
sains (selon Projet P_103 de René Koffel, ayant obtenu 1’autorisation du comité d’éthique de la
Croix Rouge Suisse). Les monocytes sont obtenus selon le protocole publié (Koffel et al., 2014).
Les monocytes primaires sont différenciés en macrophages en milieu RPMI supplémenté avec
10% de SVF décomplémenté, 100U/ml de pénicilline, 100 pug/ml streptomycine, et 75 pg/mL
de M-CSF (Macrophage colony-Stimulating Factor / Facteur de Stimulation des Colonies de

Macrophages) pendant 7 jours a 37°C dans une atmosphere humide avec 5% CO..

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).

Brievement, la seconde urine du matin a été recueillie puis congelée a -80°C. Apres
décongélation, le volume d’urine a été mesure, les urines ont été centrifugées puis analysées

puis stockées a -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, a
partir de sang prélevé chez des donneurs sains, par 1’établissement frangais du sang de Lyon.
Les LDL sont presentes dans le plasma, il faut donc dans un premier temps isoler le plasma du
sang. Le plasma est obtenu par une centrifugation a 900g, pendant 20min, a température
ambiante. Les LDL sont ensuite séparées des autres lipoprotéines. Le plasma est ultracentrifugé

pendant 18h, a 180 000 g, a 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 a 1,063 avec du bromure de potassium (KBr) a raison
de 85,7 mg de KBr par mL. Apreés ultracentrifugation pendant 20h, a 180 000g, a 4°C, les LDL
flottent et les HDL sédimentent. Les LDL sont récupérées et dialysées toute la nuit, a 4°C, sous
agitation dans un tampon Tris contenant 2mM d’EDTA avec un pH de 7,4 (Tris-HCI : 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 a -80°C.

6.3.2.2.2 Acétylation des LDL

Les LDL sont acétylées par réaction chimique (Basu etal., 1976). Les LDL sont placées
dans une solution d’acétate de sodium saturée a raison d’un volume de LDL pour un volume
d’acétate de sodium saturé. Pour permettre 1’acétylation des LDL, un ajout d’anhydride acétique
est réalisé a hauteur de 1,5 fois la masse de protéine, a 4°C, en plusieurs fois soit 1pL=1mg
d’anhydride acétique toutes les 10min, les acLDL sont ensuite dialysées pour éliminer
I’excédent d’acétate de sodium et d’anhydride acétique dans le tampon Tris-EDTA, toute la
nuit a 4°C sous agitation. Les LDL acétylées sont conservées a 4°C, jusqu’a 15 jours avant leur

utilisation.

6.3.3 Préparation des liposomes de phosphatidylglycérol

La solution stock de liposomes de di-oléate PG utilisée pour I’incubation des cellules

est préparée a 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 a vide,
pendant environ 1h20 a 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 a 1’aide du sonicateur Bioblock Scientific VibraCell 75043 _750W_20Hz
couplé a la sonde CV33 (Sonics and Materials Inc) de diametre 32 mm. La sonication dure
15min avec des pulses on de 5 sec et des pulses off de 1sec a 4°C. Les liposomes unilamellaires

de di-oléate PG sont ensuite stockés a 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 aprés
évaluation du dossier clinique avec 1’équipe médicale des services d’Endocrinologie du Pr
Philippe Moulin, et du service de Cardiologie du Dr Cyrille Bergerot des Hopitaux 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 dysthyroidie due au
traitement par 1’amiodarone ; 6 patients atteints d’une stéatose hépatique non alcoolique
(NASH) permettant d’observer I’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: paramétres biologiques des sujets de I'étude clinique

durée moyenne du
traitement, dose
amiodarone
moyenne

Données Sujets Patients sous Patient
générales contréles amiodarone NASH
Nombre 12 24 6
Age 61+2 71+2 617
Homme/Femme 6/6 10/14 3/3
Amiodarone : 5-12 mois ;

200g

Cardiomyopathie

Dysthyroidie

Hypothyroidie

Hyperthyroidie

Données | Creatinine urinaire
biologiques (mmol/L)
IMC (kg/m?) 271 39+19
AST plasmatique 40+ 13 36+7
(UI/L)
ALT plasmatique 50 + 23 43+ 11
(UI/L)
HbAlc 6,9+0,3 76+04
plasmatique (%)
HDL plasmatiques 0,45+0,04 | 0,34+£0,05
(g/L)
LDL plasmatiques 0,97 £0,09 1+£0,2
(g/L)

Cette thése est accessible a I'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2021LY SEI098/these.pdf

© [M. Rabia], [2021], INSA Lyon, tous droits réservés

132



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 : I’amiodarone et la chloroquine.

Pour étudier la production des EV, les cellules sont cultivées dans des flasques de culture
de 150cm?. 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). Apres 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 a
sécréter pendant 48h en maintenant la chloroquine et 1’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 a 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 5uM
Chloroquine 5uM
Stimuli Milieu de stimulation
Contréle Milieu MEM 1% SVF + 1% NEAA + antibiotiques
Amiodarone Milieu MEM 10% SVF + 1% NEAA + antibiotiques + 5uM
amiodarone
Chloroquine Milieu MEM 10% SVF + 1% NEAA + antibiotiques + 5uM
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 méme 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 50pg/mL
U18666A 0,1pg/mL
di-oléate PG 30uM
Stimuli Milieu de stimulation
Contréle Milieu MEM 1% SVF + 1% NEAA + antibiotiques
LDL acétylées Milieu MEM 1% SVF + 1% NEAA + antibiotiques +
50ug/mL de LDL acétylées
LDL acétylées + U18666A Milieu MEM 1% SVF + 1% NEAA + antibiotiques +
50ug/mL de LDL acétylées +0,1jug/mL U18666A
LDL aceétylées + PG Milieu MEM 1% SVF + 1% NEAA + antibiotiques +
50ug/mL de LDL acétylées + 30uM de di oléate PG
PG Milieu MEM 1%, SVF + 1% NEAA + antibiotiques + 30uM
de di oléate PG

7.3 Modification de la voie endosomale par maladie géenétique NPC : étude in vitro

Afin d’étudier la production des EV, les cellules de fibroblastes sont cultivées dans des
flasques de culture de 150cm?. Le jour J, trois millions de cellules sont ensemencées par flasque
dans leur milieu habituel (20% SVF). A J+4, les cellules sont mises a sécréter pendant 48h dans
leur milieu « EV free » aprés 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 a 8-32 flasques)
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Chapitre 8 : Isolement des vésicules extracellulaires

8.1.1 Matériel utilisé

Tableau 30 : liste du matériel utilisé pour I'isolement des vésicules extracellulaires

Matériels Utilisation
Centrifugeuse 5804R Eppendorf (rotor S-4- | Toutes les centrifugations jusqu’a 10 000g
72 [FA 34-6-38/FA 45-30-11)
Ultracentrifugeuse Ultra Beckman CO- Purification EV et préparation milieu « EV
LE8BOK  (rotor 50.2 Ti) free »
Ultracentrifugeuse Optima TL Purification EV apres ultrafiltration
Ultracentrifuge Beckman (rotor TLA
100.3/100.2)
Ultracentrifugeuse Optima XE-90 Beckman Gradient de sucrose
Coulter (rotor SW 41 Ti)
Tube Amicon cut off 100 kDa (Sigma ref Ultrafiltration
UFC 9100/24)
Lecteur de plaque : Multiscan Go (Thermo Lecture absorbance dosage protéines
scientific)

8.1.2 Préparation de milieu de culture avec sérum sans vésicule extracellulaire contaminante:

« milieu EV Free »

Pour I’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 feetal décomplémenté, 1%
de NEAA et de 1% P/S, est centrifugé pendant 18h, a 4°C, a 100 000g. Cette centrifugation
permet d’¢éliminer les EV présentes dans le SVF. La phase supérieure du surnageant est
récuperée (figure 34), puis filtrée a 0,22 pum permettant sa stérilisation, puis stockée a -20°C.
Pour I'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 HEK?293, 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.
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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 a 200g pendant 15min a
température ambiante, peut étre nécessaire pour ¢liminer 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 degrader. Ensuite le surnageant est centrifuge a 2 000g pendant
20 min a 4°C, pour éliminer les possibles cellules mortes et gros débris cellulaires. Le culot est

éliminé et le surnageant est ensuite centrifugé a 10 000g pendant 30 min a 4°C, afin d’éliminer
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les gros corps apoptotiques. Le surnageant est collecté et filtré a 0,2 um pour enlever toutes les
vésicules de taille supérieure & 200 nm et stériliser les échantillons. Ce surnageant filtré est
ensuite congelé a -20°C (H. Zhou et al., 2006). Ultérieurement, ce surnageant filtré est
décongelé puis ultracentrifugé pendant 90 min a 100 000g a 4°C, pour culoter les vésicules
extracellulaires. Aprés élimination du surnageant, le culot est repris par du PBS stérile a 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 a 100 000g pendant 90 min a 4°C pour pouvoir éliminer le
plus de contaminants. Le surnageant est éliminé et le culot est repris par du PBS stérile a 4°C
par le plus petit volume possible. Les échantillons d’EV sont ensuite stockés a 4, -20 ou -80°C
en fonction des analyses a effectuer.

Vésicules extracellulaires L.
Sécrétion des

cellules

Récupération
des surnageants
de culture

Centrifugation Filtration a
2000g, 20 min, 0,2 um

4°C

Ultracentrifugation Ultracentrifugation Récupération

>

100000g, 90 min,
4°C

100000g, 90 min,
4°C

)

—>

des vésicules
extracellulaires

Figure 35: schéma de la purification des EV secrétées par des cellules par la méthode de base (ajout possible d’une
pré-centrifugation a 200g, 15 min a 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.
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b) Dans les cas des échantillons d’urines, la méthode standard décrite précédemment est

utilisée mais une étape est rajoutée pour éliminer I’uromoduline (protéine THM / Tamm-

Horsfall protein)

L’isolement des EV est réalisé a partir de 50mL d’urines (figure 36). Le surnageant 10

000g est récupéré puis stocké a 4°C. Le culot est récupéré puis resuspendu avec du PBS

contenant du DTT dithiothreitol & une concentration finale de 200mg/mL. Le mélange est

maintenu a 37°C pendant 10 min et vortexé tous les 2min pendant 30sec. Cette étape permet de

dénaturer I'uromuduline et de libérer les vésicules extracellulaires qui y sont accrochées

(Fernadndez-Llama et al., 2010; Merchant et al., 2017). Le culot est resuspendu par du PBS

stérile, puis centrifugé pendant 30 min a 10 000g, 4°C. Le surnageant est récupére puis ajouté

au surnageant précédent (centrifugé a 10 000 g). Le surnageant 10 000g total (surnageant+culot

resuspendu) est filtré a 0,2um. Les surnageants sont ensuite congelés a -20°C (H. Zhou et al.,

2006). La suite est identique a la méthode de base (partie 8.1.2).

Culot éliminé

Culot + DTT 200mg/mL
vortexer 30sec

_
toutes les 2min
pendant 10min a 37°C Centrifugation = &
Culot &liminé Culot éliminé surnageant Surnageant Surnageant Surnageant
’ mimme v imme 10/000g, 30min, 4°C dliminé éliminé
Surnageant
v =1 . X = : 4 L
Centrifugation Centrifugation Centrifugation Ultra 1000008 Ultra 100000g Récupération EV

surnageant surnageant

200g, 15min, RT : o
e 2000g, 20min, 4°C 10 000g, 30min, 4°C

Figure 36: schéma de la purification des EV dans des urines

Cette thése est accessible a I'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2021LY SEI098/these.pdf
© [M. Rabia], [2021], INSA Lyon, tous droits réservés

138



8.1.4 Purification de veésicules 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 a 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 a la suite de I’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% (I’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.

34 gx 15 mL

: S 240 (orgxiomL ;.
Pour une solution de 15 mL a 34 % de sucrose 100 o 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 homogene du sucrose. Les solutions sont
stockées a 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 a 70%, puis on dépose délicatement au-dessus 1mL
de la solution a 64% et ainsi de suite pour chaque solution jusqu’a la solution 10%. Une fois
toutes les couches réalisées, la totalité de 1’échantillon d’EV (volume maximum 1,3ml) est

dépose.

Ce gradient est ensuite ultracentrifugé pendant 18h a 4°C a 120 000g. La centrifugation

commence a température ambiante pour eviter 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 étre obtenue en récupérant le culot par du PBS stérile a 4°C.
Chaque fraction va étre ultracentrifugée pendant 1h30 a 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 a 4°C par le plus petit volume possible. Les échantillons d’EV sont ensuite stockés a 4,

-20 ou -80°C en fonction des analyses a effectuer.

l Dépdt vésicules extracellulaires

- _

Récupération 12 fractions Elimination surnageant
e

- 0%

16%. A i
22%)

28% | | -
é&‘i/l > J 30— > J T p— > . ;I

25— 23—
0,
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45 —8 1 45—

40— 40—
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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 aprés 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 a centrifuger ultérieurement.

Les premiéres étapes sont identiques a la méthode de base. Le surnageant 10 000g filtré
est décongelé rapidement puis il est ultrafiltré. Pour I'ultrafiltration, 3 x 15mL de surnageant
sont introduits successivement dans un tube Amicon 100kDa, puis centrifugé 30min a 3 000g
a 10°C. Le filtrat est eliminé. 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 nommeés « concentrats ». Les concentrats obtenus
sont ensuite dilués au demi avec du PBS stérile avant de les ultracentrifuger pendant 1h30 a
100 000g & 4°C. Le surnageant est eliminé et le culot est repris par 1 ml de PBS puis
ultracentrifugé pendant 1h30 a 100 000g a 4°C. Le surnageant est éliming, le culot lui est repris
par le plus petit volume possible de PBS stérile. Enfin, les échantillons sont stockés a 4, -20 ou

-80°C en fonction des analyses a réaliser.
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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/gev/products/gevoriginal-35nm-5-pack).

Pour la chromatographie d’exclusion, on utilise des colonnes « izon gEV original
35nm+ »  (https://store.izon.com/collections/gev/products/gevoriginal-35nm-5-pack)  qui
permettent de séparer et récolter spécifiquement des vésicules extracellulaires ayant une taille

comprise entre 35-350nm.

Bri¢vement, la chromatographie d’exclusion sépare les constituants de 1’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...) a 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 gEV 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 a température ambiante pour éviter la
cristallisation de la colonne.

Les premiéres étapes sont identiques a la méthode de base. Le surnageant 10 000g filtré
est décongelé rapidement puis il est ultrafiltre. On dépose 500uL a 1mL de concentrat sur la
colonne. Une fois que I’échantillon a pénétré dans la colonne, on ajoute petit a petit du PBS
jusqu’a I’obtention de toutes les fractions souhaitées. 22 fractions sont obtenues :

- Les fractions 1-16 ont un volume d’environ 500uL,

- Les fractions 17-22 ont un volume d’environ 1mL.
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Les 6 premiéres fractions correspondent au volume mort de la colonne et permettent de
verifier 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’intérét).

Une fois les 22 fractions obtenues, une étape de concentration est réalisée pour les
fractions 7 a 16. En effet, bien que la chromatographie d’exclusion soit trés puissante, elle dilue
I’échantillon. L’échantillon de départ mesure entre 500uL et ImL et le volume total des
fractions d’intérét est de SmL. 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 a 10 000g a 10°C jusqu’a obtenir un volume le plus faible possible (temps de
centrifugation de 30-45min). Puis, les volumes des fractions concentrées sont ajustés a la
fraction concentrée ayant le plus grand volume avec du PBS stérile. Enfin, les fractions sont

stockées a 4, -20 ou -80°C en fonction des analyses a réaliser.
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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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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 a I’air libre.

Le mélange réactionnel est constitué¢ de méthanol, de chloroforme, d’hydroxytoluéne
butylé (BHT), de I’échantillon, de standard interne, d’acide éthyléne diamine tétraacétique

(EDTA), de chlorure de sodium (NaCl) et d’acide chlorhydrique (HCI).

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 1’émulsion due aux caractéristiques amphiphiles des phospholipides et protéines
présentes dans 1’échantillon. L’HCI va permettre quant a 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 1uL de
standard interne [et 16 uL d’EDTA (2mM final) dans le cas du blanc réactif], 2mL de
chloroforme, 4mL de méthanol, 1,6mL d’échantillon (si I’échantillon fait moins de 1,6mL, il
est complété avec de PEDTA a 2mM jusqu’a 1,6mL), 50uL de BHT (25uM 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 1’extraction
s’effectue (rapport chloroforme:méthanol:eau v:v:v 1:2:0,8). 2 ml d’un mélange NaCl/HCI
(154mM/25mM), et 2 mL de chloroforme sont ajoutés. Le mélange est homogenéisé pendant
1min, puis centrifugé pendant 15min a 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 a sec sous azote.

Le résidu sec est stocké a -20°C ou bien repris par du méthanol puis transvase dans un
tube en verre (100uL pour les échantillons d’urine, de cellule, et 30 pL pour les échantillons
d’EV) pour étre analysé en RP-HPLC-MS/MS (chromatographie liquide a haute performance

en phase inverse couplée a un spectrometre de masse en tandem).

4mL CH;0H +2mL NaCl 154mM / X .
-2mL CHCl, Vortex 1min HCI25mM T Centrifugation
16uL EDTA : 0,2M (2mM final) ‘ —
50uL BHT : 5mM (25uM final) +2mL CHCl,

1.000g, 10min, 4°C

ISTD (120 / 30 pmol final) Temps d’attente :30min ( ‘ "
Echantillons QSP 1,6mL EDTA 2mM I

Récupération Evaporation Repris par Injection 10pL

) ) | | S | | E———)

phase L Sous azote 100pL de CH,OH Analyse par HPLC-MS/MS
chloroformique J

@

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 (P1): P1 C14:1/ C17:0 (30ng)
- Cholestérol: stigmastérol (6ug)

- Ester de cholestérol: cholestérol C17:0 (6ug)

- Triglycérides (TG): TG triC19:0 (16pQ)

Dans un tube en pyrex avec un bouchon contenant du téflon préalablement lave, on
introduit 100uL du mélange des standards des lipides neutres (contenu dans du
dichlorométhane (CH2Cl.)), 40pL du mélange des standards des phospholipides (contenu dans
méthanol (CHsOH) (40uL)), et I’échantillon contenu dans une solution aqueuse (PBS, milieux
de culture) (cellules : 1mL, surnageant de culture : 2mL, EV : 30pL). Ensuite, le volume de
méthanol, de dichlorométhane et d’eau sont ramenés respectivement a 2,5mL pour le méthanol
(contenant 2% acide acétique) et le dichlorométhane et 2mL pour 1’eau, 100pul d’une solution
de NaCl saturée est ajoutée pour éviter I’émulsion. Les échantillons sont centrifugés 6 min a
1000 g a4°C, puis la phase inférieure (dichlorométhane) est récupérée puis évaporée sous azote.
Enfin les échantillons sont utilisés immédiatement ou bien congelés a -20°C. Pour étre analyseés,
les échantillons sont repris par 160 pL d’acétate d’éthyle puis 80ul sont transférés dans deux
tubes pour ensuite étre analysés (un tube pour les lipides neutres et un tube pour les

phospholipides). La suite de I’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 a 1cm du bord de la plaque HPTLC (référence : Merk : 1.05631.0001).
Les standards utilisés sont des standards de lipides différents et a des concentrations différentes
en fonction des échantillons analysés. La CCM est réalisée en deux temps, une premiére 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 deuxiéme 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 étre observée apres excitation a 365nm.

Les stérols sont révélés par un mélange de FeCls :H2SO4:CH3COOH, chauffé pendant

5min a 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 a la Plateforme de lipidomique fonctionnelle
de I’'INSA. Le dosage du BMP et du PG est réalisé par RP-HPLC-MS/MS. La colonne utilisée
est une Acquity UPLCRBEH C18 column (Waters). L’HPLC utilisée est un systéme Shimadzu
LC-30AD Nexera et le spectrométre de masse est un QTRAP 4500 System" de chez Sciex. La
source d’ionisation utilisée est une source ¢lectrospray (ESI) utilisée en mode positive.
L’acquisition des données s’effectue en MRM (Multiple Reaction Monitoring).

L’HPLC est réalisée a 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 compos¢ de méthanol
(69,9%), d’acétonitrile (30%), d’acide formique (0,1%) et de formate d’ammonium (5SmM).
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 derniéres analyses. Cette
modification ne change en rien les données obtenues. Le débit du gradient d’élution est de 0,5
mL.min™,

L’utilisation de la RP-HPLC avant 1’analyse en spectrométrie de masse permet de
séparer d’une part le BMP de son isomére, le PG, ainsi que d’autre part les différentes especes
moléculaires du BMP et du PG.

La spectrométrie de masse en tandem a pour parameétres :

- 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 étre fragmentés lors de ’analyse de maniere différente permettant
ainsi une deuxiéme séparation. La fragmentation aura lieu dans les 2 cas au niveau des liaisons
phosphodiester entre le phosphate et I’un des deux glycérols. Dans le cas du BMP, on aura la

formation de 2 MAG (monoacylgycerol), dans le cas du PG un DAG sera formeé
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(diacylglycerol) (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 a 100pmol. Pour
indication, cette méthode nous permet de quantifier des quantités minimums de 0,3pmol de
BMP/mL d’urine par exemple.

A

o
H | H
Ici HO—C|: o—lpl—o <|:—0H ﬁ ﬁ Ho—cle2
R1—C—O—(|3H 0 Hi:—o—c—Rz _— R1—C—O—(|3H
HO—CH, H,C—OH HO—CH,
B
o o)
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R1—C—0—CH,
| R1—C—0—CH,
R2—C—O0—CH o - l
Il I | H Rz_ﬁ_o_f“
0 H2c—€o—|P|—o—T—0H 5 H,G— OH
0 Hi:—OH
H,C—OH

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 50uL de méthanol. Les échantillons sont analysés par chromatographie liquide
couplée a un spectrométre de masse en tandem. L’HPLC utilisée est une infinity 1290 de chez
Agilent et le spectrométre de masse est un triple quadripdle G6460 de chez Agilent. La colonne
de chromatographie utilisée est une HILIC de chez Phenomenex. C’est une colonne hydrophile,
de 5¢cm de long avec un diamétre externe de 4,6mm et un diameétre interne de 2,6um. La phase
mobile est composee de deux solvants : solvant A composé d’acétonitrile ; solvant B composé
d’eau ultrapure a pH 3,2 et formate d’ammonium. L’analyse s’effectue a un débit de la phase
mobile de 0,3mL.min"? et a une température de 40°C. Le volume d’injection est compris entre
2 a 10uL. 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 20uL d’acétate d’éthyle. Les échantillons sont analysés par
chromatographie gazeuse couplée a un détecteur a 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 diametre externe de 0,25mm et un diametre
interne de 0,25um. Le gaz vecteur est I’hydrogéne avec un débit de 3mL.min™. L’analyse
s’effectue sur 1puL d’échantillon, le gradient de température et de 225°C jusqu’a 350°C avec un

incrément de 5°C/min. Le temps de 1’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
¢chantillons d’urines ou contenant une trés grande quantité de rouge de phénol, le dosage par
la méthode de Bradford est utilisé (Bradford, 1976). Pour résumer, 10uL d’un échantillon sont
analysés pour 200uL du réactif de Bradford (réactif de Bradford, Sigma-Aldrich réf référence :
B6916). Le mélange est ensuite incubé pendant 5 min a température ambiante, a I’abri de la

lumicre. Puis 1’absorbance des échantillons est analysée a 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 Pierce™ BCA™ de ThermoFisher (référence : 23227)
est utilisé. Brievement, 10uL d’un échantillon sont analysés pour 200uL du réactif de Pierce
dans les proportions 50/1 de solution A et de solution B, puis le mélange est incubé pendant

30min a 37°C, puis I’absorbance est mesurée a 562nm.

Pour chaque dosage, une courbe d’étalonnage est réalisée avec de 1’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’intérét.

Brievement, des protéines denaturées ou non par le réactif de Laemmli (Tris HCI,
Glycérol, SDS, B-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 vinylidene/
PolyVinyliDene Fluoride) pour ensuite étre révélées en utilisant un anticorps spécifique. Enfin,
un anticorps secondaire, couplé a 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’intérét 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 HCI : 30mM / glyceérol : 6% / SDS :
0,5% / B- mercaptoethanol : 2% - bleu de
bromophenol : 0,005%

Solution 1 (séparation)

TrisHCI : 375 mM /SDS : 0,1 % / pH : 8,8

Solution 2 (concentration)

TrisHCI : 125 mM /SDS : 0,1 % / pH : 6,8

Gel d’acrylamide 11% (20mL de gel)
(separation)

H20 : 7,52mL / solution 1 : 4,9mL /
acrylamide/bisacrylamide 30% : 7,2mL / APS
10% (ammonium persulfate) : 300puL /
TEMED (N,N,N’,N'-
Tetramethylethylenediamine) : 15uL

Gel d’acrylamide 5% (10mL de gel)
(concentration)

H20 : 6,16mL / solution 2 : 2,5mL /
acrylamide/bisacrylamide 30% : 1,34mL /
APS 10%: 200uL / TEMED : 10uL

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 / KCI : 2,68
mM / Tween 20 : 0.3% /pH : 7,5

Tampon de saturation (TBST + BSA)

Tris : 25mM / NaCl : 137 mM / KCI : 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

152

Cette thése est accessible a I'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2021LY SEI098/these.pdf

© [M. Rabia], [2021], INSA Lyon, tous droits réservés



10.2.3 Méthode

Les échantillons vont migrer dans un gel d’acrylamide composé¢ d’un gel de
concentration a 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 a 11%
d’acrylamide, permettant la migration et la séparation des protéines en fonction de leurs poids

moléculaires.

Le réactif de Laemmli 6X est ajouté a I’échantillon puis 1’échantillon est chauffé a 80°C
pendant 10min pour permettre la dénaturation des protéines (exemple pour un échantillon de

15uL, il faut ajouter 3uL du réactif de Laemmli 6X).

Une fois la dénaturation réalisée, les échantillons sont déposés sur le gel d’acrylamide
soit a volume égal, soit a quantité de protéine égale. La migration s’effectue en deux temps, un
premier temps a 75V permettant aux protéines de pénétrer et migrer dans le gel de concentration
(environ 15-20 min). Puis un deuxiéme temps a 100-150V, durant lequel les protéines vont

migrer dans le gel de séparation jusqu’a 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 a
0,2um (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 a température ambiante sous agitation.

Aprés la saturation, la membrane est placée dans un tampon constitué du tampon de
saturation auquel on aura ajouté ’anticorps primaire reconnaissant la protéine d’intérét. Si les
protéines d’intérét ont des poids moléculaires suffisamment différents, on peut couper la
membrane apres la saturation permettant d’économiser des réactifs. L’incubation de 1’anticorps

primaire se réalise toute la nuit a 4°C sous agitation.

Une fois I’incubation de I’anticorps primaire réalisée, la membrane est lavée dans du
TBST 3 fois, 5 min sous agitation a température ambiante. La membrane est ensuite mise en
contact avec I’anticorps secondaire (dans notre cas un anti souris de chez Jackson
ImmunoResearch Labs) dans du tampon de saturation. L’anticorps secondaire est couplé a une
peroxydase permettant 1’émission de photon lors de la mise en contact avec le réactif de
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révélation (chemiluminescence). L’incubation avec 1’anticorps secondaire va durer 1h a

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 analyse grace a 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 1’étude clinique
par le laboratoire des Hopitaux de Lyon-Est, grdce a un automate, en utilisant un
kit enzymatique : CREATININE (ENZYMATIC) 8L24-31/-41 B8L242 49-8751/R01.

Trés brievement, le but de ce dosage est d’observer la formation de la quinonéimine
dont la variation d’absorbance a 584nm est proportionnelle a la quantité de créatinine de

I’échantillon.

Chapitre 11 :  Analyse par microscopie

11.1 Microscopie a 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 a ’aide de
PBS-Paraformaldéhyde (PFA) 4% a 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 a 37°C pendant 30 min avec
5% de COa. 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 grace a un microscope inversé a fluorescence, I’ Axiovert 200M de Zeiss.
La longueur d’onde d’excitation du lysotracker est de 577nm. On pourra ensuite observer

I’émission de photon a une longueur d’onde de 590nm.

11.2.2.2 Marquage des endolysosomes avec des anticorps spécifiques

Apres fixation des cellules au PFA, les lamelles sont saturées pendant 30 min a
température ambiante, avec une solution de PBS + 1% de BSA. Cette étape permet d’éviter la
fixation non spécifique des anticorps. La solution contenant 1’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 a température ambiante. Ensuite les
lamelles sont lavées deux fois avec du PBS et incubées pendant 30min a température ambiante,
a ’abris de la lumiére, avec une solution contenant du PBS et 1’anticorps secondaire couplé a
1I’Alexa Fluor AF dilué au 1/100 (dépendant du type d’anticorps primaire et de la colocalisation
si besoin) Une derniére étape de trois lavages par le PBS est réalisée. Les lamelles sont montées
sur des lames de microscope. L’observation est faite grace a un microscope inverse a

fluorescence 1’ Axiovert 200M de Zeiss. La longueur d’onde d’excitation de I’anticorps AF 488
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est comprise entre 480-500nm. On pourra ensuite observer 1’émission de photon a une longueur

d’onde de comprise entre 510-525nm

11.3 Microscopie électronique

La préparation des échantillons ainsi que leurs analyses par microscopie électronique a

transmission ont été réalisées au CIQLE de Lyon.

Les vésicules extracellulaires de différentes origines ont eté analysées par immunogold.
Cette technique d’immunomarquage permet d’observer par microscopie électronique la
présence de marqueur d’intérét révélé par I’anticorps primaire grace 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 SuL d’échantillon pendant 2min a température ambiante. Le marquage par immunogold est
réalisé par flottation c’est-a-dire que les grilles sont déposées dans une goutte de milieu

réactionnel.

Tout d’abord pour I’'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-HCI 50mM a pH 7,4 contenant 1% de BSA, et 1% de sérum de chévre non décomplémenté.
La saturation s’effectue a température ambiante pendant 10 min. Ensuite, les grilles sont mises
en contact avec une solution contenant I’anticorps primaire pendant 1h a température ambiante,
en chambre humide. La solution d’anticorps primaire est une solution de Tris-HCL 50mM a 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-HCI 50 mM a pH 7,4, puis dans un second temps avec une solution
Tris-HCI 50 mM a pH 8,2. Les grilles sont maintenant incubées pendant 10 min en chambre
humide dans du Tris-HCI, pH8,2 avec 1% de BSA. Puis pendant 45 min en chambre humide,
les grilles sont mises en contact avec 1’anticorps secondaire anti souris de chevre greffé avec
des billes d’or de 10nm (Tebu-Bio, Le Perray-en-Yvelines, France), 1’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 a température ambiante avec une solution de Tris-HCI 50 mM, pH 8,2 puis avec
une solution de Tris-HCI 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 1’observation.

Pour le double marquage immunogold, les étapes de lavages et de saturation sont
identiques a celles ci-dessus, mais les marquaugres sont séquentiels et utilisent des tailles
différentes de bille d’or pour chaque anticorps. Apres 1’étapes de saturation, les grilles sont
mises en contact avec le premier anticorps dirigé contre le marqueur protéique des exosomes
Alix ou CDG63 (solutions et conditions identiques a celle de I’immunogold simple). Ensuite, la
solution contenant 1’anticorps secondaire anti-souris greffé avec des billes d’or de Snm est mise
en contact avec les grilles (solution et condition d’identique a celle de I’immunogold simple).
Une nouvelle étape de saturation est effectuée comme pour I’immunogold simple. Puis on
effectue le marquage du BMP comme précédemment. La solution contenant I’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 a transmission (Jeol 1400
JEM, Tokyo, Japon), couplé d’une caméra Gatan (Orius 600) et d’un logiciel de micrographie
numerique. Les billes distantes de 20 & 40 nm de la membrane d’une vésicule sont consiérées

comme appartenant a cette vésicule. Cette distance correspond a la taille des 2 anticorps.

R ~20-40 nm
BMP \
. \ J " )K\
‘. )K .// 9 . ./
== /A L=
£ /N \- o \-
Exosome 9 l ®» [ L
o o -«
Anticorps Anticorps
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Figure 43: schéma du principe du marquage par immunogold et cliché de microscopie électronique
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Chapitre 12:  Analyse des veésicules 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 lumiére et le mouvement Brownien des particules en
fonction de leur taille (pour une température et viscosité connues) permet d’analyser
individuellement chaque vesicule et de déterminer leur taille et concentration. Elle permet
d’analyser de facon fiable des vésicules de diamétre entre 30 et 2000 nm. Elle est utile pour les

populations hétérogénes 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 a 0,1um a été analysé en triplicat pendant 90 secondes en utilisant le PBS stérile
pour le taux basal. La concentration relative des particules a un diamétre donné a été analyséee
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 diamétre inférieur

a la valeur indiquée du diamétre (nm).

Chapitre 13 :  Analyses statistiques

Les analyses statistiques de 1’étude clinique ont été réalisées grace au test de Student
non apparié. Les analyses ont été effectuées en comparant les patients avec les sujets controles.

Les différences significatives ont été relevées pour une p value de p<0.05.

Les analyses statistiques des études in vitro ont été réalisées grace 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 Cellule contr6le n=6 / Cellule +PG n=3/ 1
endosomale par surcharge Cellule +acLDL n=6 / cellule+
en cholestérol induite par les acLDL+U18666A n=3/ Cellule+acLDL
lipoprotéines +PG n=3
Modification de la voie Cellule contrdle n=3/ Cellule NPC n=3 1

endosomale par maladie
génétique NPC

Modification de la voie Cellule Controle n=3/ Cellule + 1
endosomale par des amines amiodarone n=3 /
cationiques Cellule + chloroquine n=3
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PARTIE IHI-RESULTATS
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Introduction générale

Cette partie résultats est articulée autour de 3 parties. La premiere partie portera sur une
étude pilote, étudiant le réle du BMP, comme biomarqueur urinaire de dysfonctionnement
endolysosomal, chez ’homme. La deuxiéme partie portera sur la présence de BMP dans les
exosomes. Enfin, la troisiéme partie abordera le réle du BMP dans la sécrétion du cholestérol

par les exosomes.

Chapitre 14: BMP: Biomarqueur extracellulaire lors de

dysfonctionnement endosomal induit par I’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 a des effets secondaires plus importants que les bénéfices thérapeutiques
souhaités (Breiden & Sandhoff, 2019; Liu et al., 2014). 1l 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 1’évolution de ces
phospholipidoses tissulaires. Or a I’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 I’amiodarone, la quantité de di-DHA BMP urinaire se trouvait augmentée.
Neéanmoins, aucune étude n’a été réalisée chez I’homme. Pendant cette thése, une étude pilote
de preuve de concept a été réalisée avec des patients traités par I’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 1’article.

L’étude est composée de 3 groupes : un groupe de sujets sains (groupe contréle), un
groupe de sujets traités par ’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, thyroidiens ... 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 I’augmentation du BMP urinaire;

est due a I’amiodarone ou bien a un dysfonctionnement hépatique.

14.1 Analyses preliminaires

Dans un premier temps, nous avons Verifié 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 a 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 li¢ a un trouble rénal provoqué par la NASH ou bien I’amiodarone.
Les urines ont dans un premier temps été analysées de 2 facons : les urines totales et les
surnageants des urines. Ces surnageants sont obtenus aprés centrifugation a 200g pendant 10

min a RT (room temperature).
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Figure 44 : quantité de créatinine urinaire en mol.L-1, moyenne +/- sem ; groupe controle n= 12 ; groupe NASH
n= 6 ; groupe Amiodarone (Amio) n=24. (Rabia et al., 2020)

La figure 45 ne montre aucune différence statistiguement 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 a I’augmentation pour les urines totales. Cette

différence est possiblement due a 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 utilises.
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Figure 45: différence en di-DHA BMP entre les surnageants * (200g) des urines et les urines totales en pmol/umol
de créatinine, moyenne +/- sem ; A : groupe controle n=12 ; B groupe NASH n=6 ; C groupe amiodarone n=24 (Rabia et

al., 2020) (HPLC-MS/MS)
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Ensuite I’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.
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Figure 46 : différence en di-DHA BMP dans les urines en fonction du genre, en pmol/umol de créatinine,
moyenne +/- sem; A : groupe contr6le : 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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Figure 47: différence en BMP total dans les urines, en fonction du genre, en pmol/umol de créatinine, moyenne
+/- sem; A : groupe contréle : 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 réalisees, le BMP urinaire a été analyse. Dans
un premier temps, nous nous sommes intéressés au di-DHA BMP. Pourquoi cette
espece moléculaire? Premic¢rement, elle est 1’espéce retrouvée spécifiquement augmentée chez
le rat (K. L. Thompson et al., 2012), nous permettant ainsi de faire un paralléle entre les études
faites chez I’homme et I’animal. Ensuite, un biomarqueur est caractériseé comme étant
facilement analysable et caractéristique. L’espéce moléculaire di-DHA BMP est une espece
particuliére qui semble assez spécifiqgue du BMP. En effet, il est trés rare de trouver un
phospholipide estérifié par 2 molécules de DHA dans les phospholipides. De plus, cette espece

tres facilement identifiable parmi les autres espéces du BMP comme nous le verrons plus loin.

Les résultats de 1’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 controle et NASH. Mais il n’y a pas de différence significative entre le
groupe controle et le groupe NASH. L’augmentation du di-DHA BMP urinaire n’est pas due a

un dysfonctionnement au niveau du foie mais bien a la consommation d’amiodarone.
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Figure 48: quantité en di-DHA BMP dans les urines, en pmol/umol de créatinine, moyenne +/- sem ; groupe
contréle n= 12 ; groupe NASH n= 6 ; groupe Amiodarone (Amio) n= 24, * p<0.05 par rapport au groupe contrdle et au
groupe NASH (Rabia et al., 2020) (HPLC-MS/MS)
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Pour approfondir cette étude, 1’ensemble des espeéces moléculaires du BMP (une
vingtaine) urinaire a été analysé. Ces résultats se trouvent dans le tableau 34. La quantité de
chaque espece moléculaire a ét¢ sommée pour chaque groupe permettant d’avoir une quantité
totale de BMP urinaire. On constate que pour le groupe amiodarone, par rapport au groupe
contréle et NASH, il y a une augmentation significative de la quantité de BMP total urinaire.
Neéanmoins, il n’y a pas de différence significative entre la quantité de BMP total pour le groupe

NASH par rapport au groupe controle (figure 49).
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Figure 49: quantité de BMP total dans les urines, en pmol/umol de créatinine, moyenne +/- sem ; groupe controle
n= 12 ; groupe NASH n= 6 ; groupe Amiodarone (Amio) n= 24, * p<0.05 par rapport au groupe contréle et au groupe
NASH (Rabia et al., 2020) (HPLC-MS/MS)
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Tableau 34: liste des espéces moléculaires du BMP urinaire analysées pmol/umol de créatinine, moyenne +/-
sem ; groupe contrdle n= 12 ; groupe NASH n= 6 ; groupe Amiodarone (Amio) n= 24, * p<0.05 par rapport au groupe
contréle (Rabia et al., 2020) (HPLC-MS/MS)

BMP : espéces
moléculaire,s (meI J Contréle (n=12) |[Amiodarone (n=24) NASH (n=6)
pmol de créatinine)
C16:0,C16:0 340 <+ 049 389 £ 0.68 324 = 0.62
C18:1n-9,C20:1n-9 006 =+ 0.01 024 + 006*( 014 = 0.04*
C16:0,C18:1n-9 008 =+ 0.01 034 + 009*( 014 =+ 0.05
C18:1n-9,C18:1n-9 099 <+ 019 449 + 118*( 157 = 0.51
C18:0,C18:1n-9 027 £ 0.05 090 £ 021*( 049 = 0.07*
C16:0,C18:2n-6 0.02 £ 0.004 013 £+ 004*| 004 = 0.01
C18:2n-6,C18:2n-6 0.08 =+ 0.02 066 =+ 022*( 010 = 0.03
C18:1n-9,C18:2n-6 054 <+ 011 317 £ 095*( 075 = 0.28
C18:0,C18:2n-6 005 + 0.01 020 = 0.06*| 006 = 001
C18:2n-6,C22:6n-3 036 <+ 0.06 190 + 048*| 044 ¢ 0.12
C18:1n-9,C22:6n-3 105 + 0.16 466 = 113*| 166 = 0.50
C18:0,C22:6n-3 0.10 £ 0.02 031 £+ 007*( 017 = 0.04
C16:0,C20:4n-6 0.03 <+ 0.01 014 <+ 003*| 005 = 0.01
C20:4n-6,C22:6n-3 0.07 £ 0.01 043 <+ 010*( 0.09 = 0.02
C22:6n-3,C22:6n-3 101 + 014 423 + 113*| 138 = 0.44
C16:0,C22:6n-3 038 = 0.07 128 + 034*]| 050 = 0.15
C18:1n-9,C20:4n-6 006 £ 0.01 036 <+ 010*( 0.07 = 0.02
C16:0,C22:5n-3/6 001 + 0004 005 + 001*| 003 =+ 0.01
C18:1n-9,C20:3n-6/9| 0.06 £ 0.02 03 + 010*( 0.09 = 0.03
C18:1n-9,C20:2n-6 003 =+ 0.01 015 £+ 004*( 005 = 0.02
BMP TOTAL 864 £+ 112 2788 + 6.13*| 11.05 <+ 2.60
saturées (mole%) 417 + 41 222 + 3.0 319 + 5.0
Mo?&'gfe%gees 153 + 11 | 201 * 14*| 210 * 19*
FUNITEIIEE 430 + 34 | 571 + 31*| 471 + 38
(mole%)
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Nous avons classé les especes moléculaires du BMP en 3 groupes selon le degré
d’insaturation des acides gras estérifiés: les especes saturées, les espéces monoinsaturées et les
especes polyinsaturées. Une espéce est considérée saturée si les 2 acides gras estérifiés sont
saturés. Pour les especes monoinsaturées, soit les deux acides gras sont monoinsaturés, soit un
est saturé et le deuxiéme est monoinsaturé. Pour les especes polyinsaturées, au moins un des
deux acides gras doit étre polyinsaturé. Dans le tableau 34 se trouvent les résultats de I’analyse
de toutes les especes moléculaires du BMP quantifiables dans les urines de notre étude. On
constate que pour les trois groupes, la seule espece moléculaire saturée est le di C16 :0 BMP.
De plus, la concentration de cette espéce ne varie pas entre les groupes. Pour le groupe
amiodarone, toutes les espéces insaturées sont augmentées significativement par rapport au
groupe contrdle. Pour le groupe NASH, on observe une augmentation significative pour 2
especes moléculaires monoinsaturées (C18 :1 n-9/ C20:1 n-9; C18:1 n-9 / C18:1 n-9) par
rapport au groupe controle. Néanmoins, il n’y a aucune différence entre le BMP total pour le
groupe NASH et le groupe contrble. Pour le groupe amiodarone, il y a une trés forte
augmentation des espéces contenant au moins un DHA. En effet, pour le groupe contrdle elles
ne représentent qu’environ 34 % des espéce totales, alors que pour le groupe amiodarone, elles
représentent environ 60% des espéces totales soit pres du double. Ceci confirme donc
I’enrichissement en acides gras polyinsaturés du BMP. Dans la figure 50, nous avons
schématisé les proportions relatives des espéces en fonction de leur degré d’insaturation afin de
visualiser les variations induites. On remarque une modification de la répartition de
I’insaturation du BMP urinaire dans le groupe AMIO et NASH par rapport au groupe controle.
Pour le groupe Amiodarone, on observe une augmentation significative de la proportion des
especes insaturées (mono et poly) du BMP comparativement au groupe contrdle. Pour le
groupe NASH seules les espéces monoinsaturées voient leur proportion augmenter

significativement au détriment des especes saturées, comparativement au groupe contrdle.
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Contrile Amiodarone NASH

- saturée . monoinsaturées . polyinsaturées

Figure 50 : répartition de I'insaturation des espéces moléculaires du BMP urinaire en fonction des groupes, valeur
en %, *p<0.05 par rapport au groupe contrdle (Rabia et al., 2020)

Les macrophages sont des cellules riches en BMP (Bouvier et al., 2009) et sécrétent des
EV (Wang et al., 2015). lls pourraient étre la source du BMP circulantet sont connu pour
incorporer de fagon massive 1’amiodarone (Stadler et al., 2008; Tengstrand et al., 2010). Pour
étudier I’hypothese que 1’augmentation du BMP soit due a une intoxication globale de
I’organisme par 1’amiodarone, des macrophages ont été traités avec 10 pM 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 éte analyses par microscopie a fluorescence confocale. Deux marqueurs ont été utilisés,
le BMP et le lysotracker. Ce marquage permet d’observer une augmentation des compartiments
endolysosomaux ainsi que I’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
I’intensité du marquage du BMP suggérant une augmentation de la quantité du BMP
intracellulaire. Les deux marquages colocalisent en partie, montrant bien que I’amiodarone agit
dans le compartiment endolysosomal en le perturbant. Cette perturbation est un engorgement
du compartiment, observable par I’augmentation de la quantit¢ de BMP et de I’augmentation
de la taille des compartiments endolysosomaux. On note aussi un changement dans la
distribution intracellulaire des organites qui montrent une localisation plutdt péri-nucléaire dans
les controles alors qu’ils adoptent une localisation plus périphérique apres traitement par

I’amiodarone.
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BMP Lyso Tracker merge

A control

control

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 uM d'amiodarone. (Rabia et al., 2020)
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Conclusion

Ces résultats montrent qu’un traitement par I’amiodarone entraine une augmentation du
BMP urinaire chez I’homme, confirmant les résultats obtenus dans les études animales (Baronas
etal., 2007; Tengstrand et al., 2010; K. L. Thompson et al., 2012). De plus, nous montrons pour
la 1% fois que toutes les espéces & DHA du BMP augmentent significativement avec le
traitement a 1’amiodarone chez ’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 a la présence de phospholipidose tissulaire chez les patients. En effet, aucune
biopsie n’a pu étre réalisée. Nous pouvons donc conclure que chez I’homme, le BMP est un
biomarqueur urinaire de dysfonctionnement endolysosomal induit par I’amiodarone. Les
résultats de fluorescence ont permis de confirmer 1’hypotheése que 1’augmentation du BMP
urinaire est due plus particulierement a 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 étre
utilis¢ comme marqueur permettant de classer les patients avec ou sans perturbation
endosomale. Toutefois, le BMP semble étre un marqueur de dysfonctionnement endolysosomal

global et donc non spécifique d’un tissu.

L’amiodarone est connue pour provoquer des dysthyroidies (Basaria & Cooper, 2005;
Tsang & Houlden, 2009). L’analyse du BMP urinaire des sujets sous amiodarone avec ou sans
dysthyroidie (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 dysthyroidie induite par
I’amiodarone. De plus, méme 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 I’absence de spécificité tissulaire. Enfin, L’analyse de la créatinine urinaire a permis
d’¢liminer la présence de dysfonctionnement rénal chez les sujets de 1’étude. L’augmentation
du BMP urinaire est donc due a une augmentation de la sécrétion de celui-ci, en absence de
troubles rénaux, suggérant que 1’augmentation de la quantit¢ de BMP urinaire résulte de la

perturbation endosomale induite par la consommation d’amiodarone (Rabia et al., 2020).
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11 faut poursuivre les études humaines sur 1’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
I’amiodarone, montre un lien entre I’augmentation du BMP urinaire et I’intoxication globale de
I’organisme par 1’amiodarone. Les cellules (macrophages, hépatocytes) sécreteraient le BMP
dans la circulation sanguine comme suggeéré par Meikle et al (Meikle et al., 2008), qui

rejoindrait ultérieurement le rein pour étre sécrété dans les urines.

Des études doivent étre réalisées en recrutant des patients a différents temps de
traitement avec 1’amiodarone afin de rechercher une corrélation possible entre la quantité de
BMP urinaire et la durée du traitement. Si la corrélation est présente, 1’évolution de
I’intoxication pourrait étre surveillée afin de modifier le traitement des patients pour éviter de

graves effets secondaires.

L’espéce di-DHA BMP est trés 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 a une augmentation
de la fluidité membranaire, permettant ainsi de jouer un réle dans la dynamique des membranes,
et peut étre dans la sécrétion du BMP. |l faut poursuivre les études portant sur le réle
membranaire du BMP et plus particuliérement sur les espéces 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 réle 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-étre 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 a son moyen
de transport dans les urines, mais aussi dans les milieux aqueux en général. En effet, le BMP
est un phospholipide, c¢’est-a-dire une molécule amphiphile : hydrophile par son groupement
phosphate, mais aussi hydrophobe par ses chaines acyles, ne lui permettant pas d’étre transporté
sous forme libre dans les milieux aqueux. Il peut se trouver sous la forme de micelle lipidique
ou bien associé a des protéines comme la BSA par exemple. Des études ont demontre 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 fusogénes lui permettrait d’aider la sortie des exosomes de la cellule (Subra
et al., 2007). Enfin, ’analyse des exosomes est a 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 ’origine endosomale des exosomes. Le BMP se
trouvant uniguement dans les endosomes, sa présence dans les exosomes en ferait un marqueur

lipidique de choix. Cette partie des résultats va étre articulée autour de 4 grandes parties :

-la premiére portera sur les différentes méthodes utilisées pour obtenir des vésicules

extracellulaires.

- la deuxiéme partie portera sur la suite de 1’étude clinique, c’est-a-dire le véhicule du

BMP dans les urines.

-la troisieme portera sur la caractérisation de la présence de BMP dans les exosomes a

I’aide de différentes techniques dans des macrophages murins les RAW 264.7.

-la derniére partie portera sur I’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 1’abréviation correspondante pour plus de simplicité. Pour I’analyse des urines,
seule la technique utilisant le DTT avant 1’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 baseés 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 (Fernandez-Llama et al., 2010; Merchant et al., 2017; Rabia et
al.,2020)

Technique UC-DDT UC-Sans DTT

Avantage Rendement d’EV plus important Plus rapide car moins d’étapes
Besoin de volume initial plus faible

Inconvénient Des étapes supplémentaires Rendement d’EV moins important
Possible modification de la structure Besoin de volume initial plus
des EV 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 Rapide Rendement d’EV plus faible,
etal., 2019; Gold standard (reconnue par la contamination des échantillons par
Jiang et al., communaute scientifique) (Ayala- d’autre vésicules comme les
2020) Mar et al., 2019; Jiang et al., lipoprotéines par exemple
2020; Li et al., 2017)) Besoin en milieu important >
200mL
UC-G Purification supplémentaire des Besoin en volume initial tres
(Ayala-Mar et EV-en fonction de leur densité important >800mL
al., 2019; Jiang Echantillons finaux tres Volume faible d’échantillons et peu
et al., 2020) concentrés de rendement (Zeringer et al.,
2013)

Méthode longue et compliqué
(réalisation du gradient) (Zeringer

etal., 2013)
UF-UC Rendement d’EV important Méthode plus longue que UC seule
Nécessite moins de volume que
UC (200mL suffisant)

UF-SEC Purification supplémentaire en Méthode longue
(Ayala-Mar et fonction de la taille des EV Echantillon final dilué
al., 2019; Jiang (Witwer et al., 2013)

et al., 2020)

15.2 BMP : nouveau biomarqueur d’exosomes urinaires ou secrétés par des cellules

rénales

L’augmentation du BMP urinaire chez les patients traités a 1’amiodarone est tres
intéressante (partie 7.1.1 étude pilote), mais le véhicule du BMP urinaire I’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 contrdles et de 3 patients sous
amiodarone. Une fois les EV récupérees dans 50 uL 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 quantite de BMP pour les

EV des sujets sous amiodarone, montrant bien un lien entre les EV et I’intoxication par
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I’amiodarone. On peut aussi remarquer la présence d’exosomes par le biais des marqueurs
exosomaux ALIX/CD81/CD63/ TSGI101. Enfin, ’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 a la quantité d’EV, on peut en conclure que
I’amiodarone entraine une augmentation de la sécrétion d’EV urinaires. Ces résultats tendent a

montrer que :
-1) le BMP est présent dans les exosomes,

-2) I’amiodarone est un stimulateur de la sécrétion d’EV, probablement due a la

perturbation endolysosomale induite par ce composé CAD (Partie 2.3.5).

[a=y
(W]
)

A B C

[y
=]
1

Augmentation par rapport au controle
(=)

0 .
Surnageant £V £V
des urines
Di DHA BMP protéines

Figure 52: A : augmentation du di-DHA BMP des surnageants des urines du groupe amiodarone par rapport au
groupe contrdle ; B : augmentation du di-DHA BMP des vésicules extracellulaires du groupe amiodarone par rapport au
groupe contrdle ; C : augmentation des protéines totales des vésicules extracellulaires du groupe amiodarone par rapport
au groupe contrdle ; valeur « fold d’augmentation par rapport au contrdle +/- 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 contrdles ; 5,6,7 : EV de sujets sous amiodarone. Dépots réalisés a
volume égal : 15pL. 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 I’analyse par microscopie électronique ont été realisés 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
I’anticorps anti-BMP, représenté par la présence d’une bille d’or de 10nm, a 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 1% fois la présence de BMP dans les exosomes

d’urines humaines.
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Figure 54: Marquage immunogold sur des ve5|cules 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)
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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 I’origine de ces exosomes, des EV issues de cellules rénales, les HEK
293, ont été purifiées puis analysées par microscopie €lectronique. 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 étre 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 premiére fois directement la présence du BMP dans des
EV caractérisées comme des exosomes et non plus par simple association de localisation a partir
de préparations d’EV ou le BMP ¢tait analysé par spectrométrie de masse, puis les EV
caractérisees comme exosomes par western blot (Miranda et al., 2018; Miranda & Paolo, 2018).
Pendant cette thése, 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 spécifiqgue 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 role 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 1’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 étre 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
modele cellulaire : les macrophages murins en culture de la lignée RAW 264.7 en utilisant
différentes techniques de purification (voir Chapitre 8: Isolement des vesicules
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’a 6 jours.
Toutefois, les résultats apres 6 jours de sécrétion ne seront pas présentés, la plupart des cellules
étant mortes, vraisemblablement en raison de I’appauvrissement en nutriments du milieu « EV

free » utilisé pour la sécrétion (8.1.2).

La figure 57 A et B regroupe les resultats 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 a la diminution du nombre de

cellules aprés 72h de sécrétion (Figure 58 A).
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Figure 57: viabilité cellulaire : A :compte cellulaire (10° 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, I’espéce 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 apres 48h et 72h de sécrétion (figure 58).

La figure 58 A montre I’augmentation du di-oléate BMP intracellulaire a 72h par rapport
a 48h de sécrétion. En parallele, on constate une diminution du di-oléate BMP contenu dans les
EV aprés 72h par rapport a 48h de sécrétion (figure 58 B). Cette augmentation intracellulaire
du di-oléate BMP aprés 72h de culture en milieu EV free pourrait étre due a 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 déja été observée (Grabner et al.,
2020; Luquain et al., 2000) ou bien lors de stimulation de I’autophagie (Ilnytska, Lai, et al.,
2021).

La diminution de la sécrétion de BMP extracellulaire a 72h peut étre soit une
conséquence du manque de nutriment nécessitant une redistribution des ressources
intracellulaires (par modification des flux lipidiques), soit due a la recapture des EV par les

cellules.
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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 apres 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 a 48h par rapport au temps 72h, confirmant donc une

diminution de la sécrétion exosomale.
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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 ; dépdt réalisé a protéine égale pour les cellules( 48h : 31ug,
72h : 24,4u9), et pour les EV (48h : 8,1ug, 72h : 7,2 pg)

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 10° cellules a été estimé dans nos
conditions de sécrétion a 12.2 x 10° (moyenne de 2 expériences). L’analyse de la distribution
de taille montre que 90% des vésicules ont un diameétre inférieur a 210,9 nm, alors que 50% et
10% ont un diamétre inférieur a 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 modéles 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, grace a un gradient de sucrose (dans notre cas). Pour cela, entre 800 et 900mL de
surnageant de culture ont éte utilisés. Les EV isolées apres 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 ’ordre d’élution des fractions vraisemblablement liée a 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 déja 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 a 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 a I'aide des marqueurs exosomaux ALIX
(95kDa) et TSG101(45kDa) ; dépbts réalisés a protéines équivalentes :fraction : 1, 2, 3, 4, 5, 9, 10, 11 =0pg, fraction 3
=19,3ug, fraction 6=1,35ug, fraction 7=20 ,3ug, fraction 8=20,4pg

Les EV avant et aprés gradient ont été observées par MET (microscopie électronique a
transmission) (figures 61 et 62). On constate que le gradient permet bien d’enrichir en vésicules
et d’augmenter la pureté de I’échantillon. De plus, on peut observer la présence de BMP dans
des EV grace a 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 a 150nm correspondant bien aux
valeurs attendues pour des exosomes (Gardiner et al., 2016; Thery et al., 2018).
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Figure 61: comparaison de la pureté et de I’enrichissement en EV avant et aprés 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 aprés 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 a 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 aprés 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 1’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).
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Figure 63: caractérisation de la présence d'exosomes par western blot dans les fractions de la SEC obtenu a 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 (contréle positif), dépodts réalisés a volume
équivalent : 15pL
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Figure 64 : quantité de di-oléate BMP (nmol/mg de protéines)quantifié par HPLC-MS/MS des différentes
Sfractions d’élution de la SEC (n=3), moyenne +/- sem, EV obtenues par UF-SEC (RAW 264.7)

Cette combinaison de technique UF+ SEC est trés 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 a 1’analyse ultérieure. Néanmoins dans
nos conditions opératoires, les marqueurs exosomaux sont répartis sur plusieurs fractions
diluant au final I’échantillon purifi¢ d’EV. Ainsi au lieu d’avoir un échantillon d’environ 1mL
avant purification, 6 fractions de 500uL sont obtenues, soit 3mL final, diluant donc trois fois
I’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 secrétés 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 1’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
1I’échantillon contrairement a 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 vesicules extracellulaires aprés 48h de sécrétion.
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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 pg; EV : 138,56 +/- 16,58g.

La figure 66 permet d’observer la présence des marqueur exosomaux ALIX et TSG101
dans des EV secrétées par des cellules RAW?264.7. Cette technique permet de confirmer la

présence de BMP dans les exosomes secrétés par des macrophages RAW264.7.

189

Cette thése est accessible a I'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2021LY SEI098/these.pdf
© [M. Rabia], [2021], INSA Lyon, tous droits réservés



kDa

220

220kDa

120

120kDa
100kDa

Alix (95kD
80kDa x (95kDa)

& 88

l:lllli'l

60kDa

50kDa e
4 W  TSG 101 (45kDa)

40kDa

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, dép6ts réalisés a volume équivalent : 15uL

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

€X0S0omes.

Dans la figure 67, se trouvent les résultats de I’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 I’anticorps anti-BMP (bille de 10nm) ; B : immunogold avec ’anticorps anti-
CD63 (bille de 10nm) ; C : comarquage immunogold avec I’anticorps anti-BMP (bille de 15nm) et avec I’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 I’anticorps anti-BMP (bille de 10nm) ; B : immunogold avec l’ntico;'ps anti-
ALIX (bille de 10nm) ; C : comarquage immunogold avec I’anticorps anti-BMP (bille de 15nm) et avec ’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 10° cellules a été estimé dans
nos conditions de sécrétion a 42.9 x 10° (moyenne de 2 expériences différentes). L’analyse de
la distribution de taille montre que 90% des vésicules ont un diamétre inférieur a 217,9 nm alors
que 50% et 10% ont un diamétre inférieur a 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 & 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 secréetés par des cellules RAW 264.7. En
effet, I'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 quantit¢ de BMP
sécrétée apres 72h de sécrétion. Cette diminution était associée a une quantité 10 fois plus plus
importante de protéines sécrétées a 72 h par rapport a 48h (données non montrées). De plus, le
marquage immunologique (western blot) des marqueurs exosomaux ALIX et TSG101 était lui
aussi diminué apres 72h de sécrétion par rapport a 48h (pour des quantités de protéines
analysées similaires). Ceci suggérerait 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 retrouveé dans les EV purifiées a
la suite des différentes techniques pour un méme 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 I’UF-UC ne
permet de récupérer qu’environ 18% (25 pmol) et I’'UC-G que 5% (7,45 pmol). Néanmoins,
ces rendements totaux sont a relativiser si on considere les concentrations necessaires pour les
analyses ultérieures et la pureté des vésicules extracellulaires. En effet, I’'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 I’'UF-SEC, 1’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 I’'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 critéres d’analyse, nous avons décidé d’utiliser I’'UF-UC,

méthode la plus rapide et la moins couteuse tout en ayant un rendement plutét 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

techniques utilisées UF-UC UF-SEC UC-G
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) 200 200 200
BMP en pmol/mL de surnageant 0,12 + 0,024 0,71 + 0,07 0,04 + 0,01

15.4 Isomérie du BMP intracellulaire et extracellulaire

Le BMP dans les conditions physiologiques, c’est-a-dire au pH acide des

endolysosomes, a ses acides gras estérifies en position sn-2 et sn-2” (ou Bp’) (figure 69 A).

-
A - B |
H,C— O—P—0—CH, 0
0 H,C—0—P—0—CH, 0 | [| | |
| | [l | |l HO—CH 0 HC— 0— C—R2
R1—C—O0—CH 0 HC—O0—C—R2 | |
R1—C—0—CH; H,C— OH
HO—CH; H,C—OH
0
sn-2:sn-2' BMP sn-3:sn-2' BMP
C (I)’ D ?’
0 H,C— O0—P—0—CH, H,C— O0—P—0—CH,
Il | Il | | Il |
R1—C—0—CH 0 HC— OH HO—CH o} HC— OH
HO—CH; H.C—O0—C—R2 R1—C—0—CH, H.C— 0—C—R2
o) 0 o)

sn-2:sn-3' BMP sn-3:sn-3' BMP

Figure 69 : structure des différents isoméres 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 apres analyse par HPLC-MS/MS montrent 3 pics
correspondant aux 3 isoformes de BMP (figures 70 et 71). Grace a I’utilisation d’un standard

commercial ayant principalement ses acides gras en position sn-3, sn-3’ (ou aa’), avec toutefois
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30% d’isomeres de position (référence Avanti Polar Lipids 857131P), nous pouvons repérer les

3 isoméres de BMP éluant successivement de la colonne en phase inverse C18 (partie 9.3.1) :

sn-2:sn-2’, puis les isoméres sn-2:sn-3’ / sn-3:sn-2° qui co-éluent et sn-3:sn-3’ (Figure 70 et

71).
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Figure 70: chromatogramme de ’espéce di-myristate BMP (étalon interne dans I’analyse du BMP)(HPLC-
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Figure 71 : chromatogramme de ’espéce di-DHA BMP dans les cellules RAW 264.7(HPLC-MS/MS)

Lors de I’analyse du BMP intracellulaire (macrophages RAW 264.7, fibroblastes) et

dans les EV de macrophages RAW et d’urine, on observe une modification de I’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 étre due a une modification du pH de
I’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 a un pH neutre, il y a un réarrangement spontané des acides

gras en position sn-3:sn-3” qui est thermodynamiquement plus stable.
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Figure 72 : % isomérie du BMP en fonction de I’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

B3

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 (Falguieres 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 isoméres 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 1’extraction et/ou
I’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 1’échantillon. Dans les EV isolées des
surnageants de culture cellulaire qui ont un pH neutre, on observe majoritairement 1’isomere
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 plutét 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 suggerent donc que dans les EV/ exosomes, le BMP serait plutét sur le

feuillet externe de leur membrane puisque sensible aux variations du pH du milieu (figure 73).
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Figure 73 : localisation membranaire du BMP au niveau des vésicules intraluminales (intracellulaire) et des EV
(extracellulaire)
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Conclusion génerale

Nous avons pu montrer pour la premiére fois la présence physigue de BMP dans les
exosomes de différents modeles :

-dans des exosomes isolés d’urine humaine (Rabia et al., 2020)
-dans des exosomes sécrétes 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 a la proportion d’exosomes contenant
du BMP et si le BMP sécrété est présent exclusivement dans les exosomes. En effet, il pourrait
étre 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 trés 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 apres 72h par rapport a 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 a 48h (données non montrées).
Si la quantité de protéines de préparations d’EV purifiées refléte 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 e BMP, ALIX
et TSG101. Les exosomes sont des vésicules hétérogenes (Pegtel & Gould, 2019; Théry et al.,
2018; van Niel et al., 2018). La diminution du BMP, ALIX et TSG101 suggererait 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 paralléle d’une augmentation de la quantité de son
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contenu intracellulaire apres 72h de sécrétion qui pourrait étre liée a une modification des flux
métaboliques au niveau de Is endolysosomes. En effet, I’augmentation du BMP intracellulaire
serait associée dans ce cas a I’augmentation de 1’autophagie lié au manque de nutriments en
milieu conditionné (Grabner et al., 2020; lInytska, Lai, et al., 2021; Miranda et al., 2018). Il est
possible que la diminution du BMP, ALIX et TSG101 dans les exosomes soit due a 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. 1l faut donc poursuivre les études sur le manque de nutriment,
I’augmentation du BMP intracellulaire et la sécrétion du BMP pour mieux comprendre les

mécanismes mis en jeu.

Enfin, grace a la HPLC-MS/MS, nous avons pu étudier les différentes isoméries du
BMP. L’isomére sn-2:sn-2’ est 1’isomeére 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 grace au pH acide des
compartiments endolysosomaux. Lors de I’analyse du BMP extracellulaire, on observe une
modification de I’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 étre di a la technique d’isolement des vésicules qui sont
stockées apres purification dans du PBS a 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 des le
départ dans le surnageant de culture qui est a 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’a 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; Falguiéres et al., 2009), il se
trouverait aussi sur le feuillet externe. Le BMP étant présent uniquement dans les
endolysosomes, il permettrait donc de prouver ['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-&tre 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 I’homéostasie lipidique cellulaire. D une part, il participe au
catabolisme lipidique en stimulant I’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. 1l participe
a la sortie du cholestérol des endosomes tardifs via I’association avec différents partenaires
protéiques, comme les protéines NPC2 (McCauliff et al., 2019) et ORP11(Arnal-Levron et al.,
2019) par exemple. 1l jouerait aussi un réle dans la sécrétion exosomale (Subra et al., 2007).
Enfin, il jouerait aussi un réle d’antioxydant. La coopération avec la protéine ORP11
permettrait de limiter 1’apoptose liée a un excés d’oxystérols (Arnal-Levron et al., 2019). Son
enrichissement en acides gras polyinsaturés dont le DHA, participerait aussi a ce role
d’antioxydant (Bouvier et al., 2009).

Le BMP joue un rdle 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 role de fluidifiant des membranes et d’aider a la
formation de vésicules (Matsuo et al., 2004), et donc d’augmenter la perméabilité
endolysosomal (Carriere 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” (Carriére et al., 2020), qui ne lui
permet plus de jouer son réle 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 étre bénéfiqgue comme

délétere. 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 role de fluidifiant des membranes. Dans ce cas-Ci
I’augmentation du BMP cellulaire, pourrait étre bénéfique en participant au dégorgement des
endolysosomes. Mais si la LSD entraine une alcalinisation du pH endolysosomal,
I’augmentation du BMP serait délétére. 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 a I’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 sequestrant les virus dans les compartiments

endolysosomaux (Carriére et al., 2020; Luquain-Costaz et al., 2020).

Au vu de ces données nous avons étudié le role du BMP dans le dégorgement endosomal
via les exosomes. Pour cela, nous avons utilisé différents modéles cellulaires et méthodes de
stimulation : les macrophages RAW 264.7, comme modeéles 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 modeles 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
trés utilisées au laboratoire pour préciser le role 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)
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16.1.1 Taux de BMP et cinétique de sécrétion des EV contenant du BMP

Les cellules RAW ont été mises a 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 30uM 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
contréles quelque soit le temps de sécrétion (figure 74). On observe néanmoins une mortalité

Iégerement plus forte pour les cellules traitées par le PG.
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Figure 74 : viabilité cellulaire (RAW 264.7) : A :compte cellulaire (10° cellules/ t150) moyenne +/- sem, n=3 ; B :
mortalité cellulaire (% de cellules mortes) moyenne +/- sem, n=3

Le contenu en di-oléate BMP 1’espéce 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 apres 48h et 72h de sécrétion (figure 75 A).
Cette augmentation plus faible par rapport aux résultats antérieures de 1’équipe (i.e, doublement
de la quantité de BMP) pourrait s’expliquer par le fait que la concentration intracellulaire du
BMP a été analysée aprés 48h et 72h de sécrétion, en milieu conditionné sans EV, différent du
milieu de croissance standard contenant 10% de sérum de veau feetal (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 contrdles aux 2 temps de sécretion.
De plus, la quantité de di-oléate BMP est plus importante dans les EV sécrétées au bout de 48h

par rapport a 72h de sécrétion. Donc I’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.
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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 éte 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 aprés 48h de

sécrétion.
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Figure 76 : caractérisation de la présence d’exosome par western blot, marqueur utilisés ALIX et TSG101, dépots
réalisés a 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 a 1’augmentation du BMP intracellulaire aprés 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 aprés 48h et
72h de sécrétion des cellules RAW incubées ou non avec 30 UM de di-oléate PG. Apres 48h de
sécrétion, une diminution (environ 28%) du cholestérol intracellulaire est observée dans les
cellules incubées avec le PG par rapport aux cellules contréles (figure 77 A), alors qu’en
paralléle, 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 contrdles (figure
77 B). Par contre, la diminution du cholestérol intracellulaire n’est pas observée aprés 72h de
sécrétion dans les cellules traitées avec le PG, par rapport aux cellules controles (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 suggérent donc qu’il y
aurait un lien entre la sécrétion du cholestérol associé aux EV et I’augmentation de la quantité

de BMP intracellulaire.
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Figure 77 : A quantité de cholestérol intracellulaire : B :quantité de cholesétrol dans les EV ; en pg/mg de
protéines valeur moyenne, n=1, EV obtenu par UC sécrétées par les cellules RAW 264.7, analyse par HPLC-MS/MS
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Pour vérifier si le BMP et le cholestérol sont présents dans les mémes exosomes, un
gradient de sucrose a été realisé sur les EV isolées par UC apres 48h de sécrétion des
macrophages RAW contrdles. 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 analyse apres 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 a 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 déja

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 suggerent donc que les 2 sous populations d’EV pourraient étre 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, ’ensemble de ces résultats montre bien la présence du BMP et du cholestérol dans

les exosomes sécrétés par les macrophages RAW 264.7.

A 30 12
25 A 10
3
20 8 =
fu_ E
= =
[=]
2 15 6 g
K | z
S 10 v 4 v
s
5 2
B ichs * °
fractions 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Alix (95 kDa) ——— -

TSG 101 (45 kDa)

Figure 78: A: quantité de di-oléate BMP (pmol) (HPLC-MS/MS) et cholestérol (ug) (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, dépbts réalisés a protéines équivalentes : 15ug, 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 apres extraction lipidique (partie 9.2). Les lipides des EV ont
été séparés par migration sur HPTLC en utilisant 2 systemes 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 critere 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).

+ détection par la primuline / UV 365 nm
B Détection des stérols (+ FeCl3/H2504/CH3COOH /5 min 100°C)

Mix#1 Cont48h PGA48h Cont72hl PG72h1 Mix#2 Mix#3 . . N
A — Mix#1 Cont48h PG48h Cont72h1l PG72h1 Mixi#2 Mix#3

Mix#1 = 25ug:Di-oléate PC /10pg:Di-oléatePE/xug:TG/ 5ug: cholesterol libre (FC)
Mix#2 = 10ug: 1,2 DG/20pg : SM/10pg : di-oléate-BMP
Mix#3 = 20 pg : di-oléate PS/ 10 ng : di-oléate PG / 10 pg : acides grass libres (C18:1)/8 g : ester de cholestérol (C18:1) (EC)

Figure 79: Analyse par HPTLC des lipides des EV sécrétées pendant 48h et 72h par les macrophages RAW
contréles (Cont) ou incubés pendant 24h avec 30uM de PG (PG) . A : détection des lipides par la primuline a 365nm ; B :
détection des stérols par un mélange de FeCls :H2SO4:CH3COOH, chauffé pendant 5min & 100°C

Tous ces résultats montrent donc pour la 1°° 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. Grace 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 classiqguement 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 suggere qu’ils sont présents dans les mémes vésicules. Néanmoins, la visualisation
de leur co-localisation dans les mémes vésicules nécessiterait d’effectuer un comarquage
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immunogold avec 1’anticorps anti-BMP et la sonde domaine D4 de la perfringolysin O qui
reconnait spécifiquement le cholestérol (Mébius 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 1’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 réle du
BMP dans la sécrétion des exosomes au cours des phospholipidoses médicamenteuses, nous
avons utilisé 2 types de CAD : I’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 RAW?264.7
ont été mises a sécréter pendant 48h en présence d’amiodarone ou de chloroquine (5 uM) aprés
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 especes moléculaires du BMP et des
différents phospholipides sont représentés de deux fagons :

-sous forme de tableau, ou sont regroupés tous les résultats détaillés de chaque espece

moléculaire d’un lipide en fonction des différents traitements.

-sous forme d’histogramme, ou sont schématisées uniquement les espéces moléculaires

d’un lipide qui varient de fagon 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 1’espece moléculaire est significativement différente entre le groupe

contréle et le groupe amiodarone.

-b: la valeur de I’espéce moléculaire est significativement différente entre le groupe

contréle et le groupe chloroquine.

-c: la valeur de I’espece 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.
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Figure 80 : caractérisation de la présence d’exosomes par western blot, marqueurs utilisés ALIX, TSG101 et
CD81 . n=3, 1 western blot représentative, dépots réalisés a volume égales v=15uL, EV obtenu par UF-UC sécrétées par des
cellules RAW 264.7.
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Le nombre total d’EV sécrétées par 10° cellules est plus fortement augmenté pour les
cellules traitées par I’amiodarone (263.5 x 10°) que pour celles traitées par la chloroquine (72.2
x 10°) par rapport aux cellules controles (44.3 x 10°) (tableau 38). En paralléle, nous notons une
augmentation significative des protéines des EV sécrétées par 10° cellules aprés traitement par
I’amiodarone, qui n’est pas observée avec la chloroquine (tableau 38). De facon intéressante,
le diamétre moyen des vésicules est assez similaire quel que soit le traitement (de 123 a 145
nm) et compatible avec le diametre attendu pour des exosomes. De plus, I’analyse de la
distribution de taille montre que 50% des EV isolées ont un diameétre inférieur a 134 nm quel
que soit le traitement. Toutefois, on note que la sub-population des vésicules les plus grosses
ont un diameétre Iégérement plus élevé pour les cellules traitées par les CAD (211~215 nm) par
rapport aux controles (166 nm). L’ensemble de ces résultats suggere donc que les CAD
stimulent la sécrétion des EV (en nombre de vésicules pour les 2 CAD et aussi en protéines

pour 1’amiodarone) sans modifier drastiquement leur taille.

Tableau 38 : Caractéristiques des EV sécrétées par les macrophages RAW 264.7 traités par ’amiodarone (Amio)
et la chloroquine (CQ) (5uM , 48h de sécrétion) — les protéines des EV ont été dosées par la méthode de Bradford . Le
nombre, diamétre 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 diamétre (nm) inférieur & la moyenne indiquee.

A: étude de la sécrétion des vésicules
- 6746 controles (n=3) amiodarone (n=2) chloroquine (n=3)
nombre de vésicules (x10°/10° cellules) 443 + 55 2635 + 1574 722 *+ 104
. L. 6 controles (n=3) amiodarone (n=3) chloroquine (n=3)
protéines des vésicules (ug/10° cellules) 022 + 0,02 06* £ 0,1 028 + 0,02
B : caractérisation des vésicules
contréles (n=3) amiodarone (n=2) chloroquine (n=3)
protéines des vésicules (ug/10° vésicules) 501 + 0,21 2,69 t 1,07# 348 * 0,52
diamétre des vésicules (nm) 1235 + 7,9 1425 + 11,6# | 1453 + 12
D10 (10% des EV diamétre <nm) 84,6 + 4,8 85,8 + 5,6# 93,1 * 6,7
D50 (50% des EV diamétre <nm) 1139 *+ 7,6 130,4 + 11,4# 1342 + 11,2
D90 (90% des EV diamétre <nm) 166,4 * 5,1 245,3 + 16,2# |211,6 =+ 20,8
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16.2.2 Variation de la composition lipidique des macrophages RAW 264.7 et des EV sécrétées

apreés 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 aprés 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 espece 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 1’échantillon. Nous nous sommes particuliérement 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 espéces 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 méme 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
controles, alors qu’elle est diminuée dans les cellules traitées par I’amiodarone. Ainsi, la
plupart des espéces du BMP sont augmentées significativement pour les cellules traitées a la
chloroquine par rapport aux cellules contrdles alors qu’elles sont diminuées dans les cellules
sous amiodarone. En particulier, les especes saturées di-palmitique et di-stéarique PP- et SS-
BMP sont augmentées significativement pour les cellules sous chloroquine par rapport aux
cellules contréles (Figure 81). De plus, Les espéces PL-, LL-, SS-, OEE-, OE-BMP sont
augmenteées significativement pour les cellules traitées a la chloroquine par rapport aux cellules

sous amiodarone
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Tableau 39 : quantification des especes 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

BMP (Bis(monoacylglycéro)phosphate:
espéces moléculaires (nmol/mg de Cellules contréle (n=3) Cellules amiodarone (n=3) Cellules chloroquine (n=3)
protéines)
PP BMP €16:0,C16:0 1,46 + 0,72 0,88 + 0,11 3,33 * 0,62
PLBMP C16:0,C18:2n-6 0,02 t 0,01 0,02 t 0,009 0,06 t 0,02
LL BMP C18:2n-6,C18:2n-6 0,01 + 0,007 0,006 + 0,001 0,02 + 0,001
SS BMP C18:0,C18:0 0,07 t 0,03 0,03 t 0,000 0,13 t 0,02
PO BMP €16:0,C18:1n-9 0,28 + 0,14 0,43 + 0,18 0,69 + 0,21
OL BMP C18:1n-9,C18:2n-6 0,74 k4 0,47 0,45 k4 0,14 1,12 * 0,31
00 BMP C18:1n-9,C18:1n-9 4,27 + 2,70 2,84 + 1,09 7,12 + 2,10
SO BMP €18:0,C18:1n-9 0,15 + 0,08 0,20 + 0,11 0,34 + 0,08
ODPA BMP C18:1n-9,22:5n-3/6 0,28 + 0,19 0,14 + 0,05 0,32 * 0,08
OA BMP C18:1n-9,C20:4n-6 0,12 t 0,06 0,10 t 0,02 0,15 t 0,03
OETA BMP €18:1n-9,C20:3n-6/9 0,48 + 0,30 0,26 + 0,10 0,61 + 0,14
OEE BMP C18:1n-9,C20:2n-6 0,52 + 0,32 0,20 + 0,08 0,67 * 0,11
OE BMP €18:1,C20:1n-9 0,25 + 0,16 0,13 + 0,05 0,36 + 0,06
oD BMP C18:1n-9,C22:6n-3 0,92 t 0,60 0,48 t 0,21 0,88 t 0,48
AD BMP C20:4n-6,C22:6n-3 1] + L] 0,001 + 0,001 0,004 * 0,004
PaD BMP C16:1n-9,C22:6n-3 0,01 t 0,00 0,02 t 0,004 0 * 0
PD BMP €16:0,C22:6n-3 0,02 + 0,01 0,03 + 0,01 0,04 + 0,01
DD BMP C22:6n-3,C22:6n-3 0,009 t 0,004 0,009 t 0,003 0,007 t 0,002
di-DPA BMP €22:5n-3/6,C22:5n-3/6 0 t 0 0 k4 0 0 - 0
Total BMP 8,14 t 5,79 6,20 t 2,15 15,85 E 4,17
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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, I’espéce majoritaire des macrophages RAW, varie aussi

difféeremment selon le type de CAD: diminuant avec I’amiodarone et augmentant avec la

chloroquine, mais ces variations ne sont pas statistiguement significatives. Toutefois, il est

intéressant de noter qu’avec les 2 CAD, la proportion de di-oléate-BMP diminue légérement

représentant en moyenne 44 mole% des especes moléculaires du BMP alors qu’il représente 47

mole% de celles des cellules controles.

De plus, on observe une diminution significative de la proportion des especes

polyinsaturées (contenant plus de 2 doubles liaisons) représentant en moyenne 27.7 et 24.1
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mole% des espéces moléculaires du BMP dans les cellules traitées par 1’amiodarone et la
chloroquine, respectivement par rapport aux cellules contréles dans lesquelles elles représentent
33.9 mole%. Parmi celles-ci, I’espéce oléate, docosahexaenoate OD-BMP qui représente 11,4
mole% des espéces du BMP dans les cellules contréles, diminue significativement a 7,2 et 4,7

mole% dans les cellules traitées par I’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 fagon identique le métabolisme intracellulaire du

BMP malgreé leur tropisme pour le compartiment endolysosomal.

Comme observé préecédemment (Partie 15.4), seule 1’espéce di-oléate BMP est détectée
lors de I’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 aprés traitement par
les 2 CAD par rapport aux contrbles avec une augmentation plus importante pour la chloroquine
par rapport a I’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.
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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 I’amiodarone et la chloroquine
augmentait la sécretion des EV (figure 82). De fagon a évaluer plus précisément 1’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 ’amiodarone entraine un doublement de la sécrétion de BMP exosomal qui n’est pas

retrouvé avec la chloroquine. Ces résultats suggérent a 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 aprés 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 aprés 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 aprés traitement par les CAD
et 48h de sécrétion ne montre pas de différence significative par rapport aux cellules contréles
malgré une légére augmentation induite par I’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 controles aprés 48h de sécrétion (résultats non présentés).
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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 apres traitement par la chloroquine et diminue sous amiodarone (Figure
84 A). Toutefois ces variations ne sont pas statistiquement significatives. De fagcon a évaluer

I’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 suggeérent
que les 2 CAD modifient différemment le contenu en cholestérol des EV. Mais [’aspect
quantitatif de cette sécrétion ne peut pas étre clairement évalué. Toutefois pour I’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)
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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 :

e Les céramides

Les céramides sont des composés centraux dans le métabolisme des sphingolipides
pouvant provenir de la biosynthése « 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 1’action de la
céramidase acide (Hannun & Obeid, 2018). Le tableau 40 regroupe les résultats de toutes les
especes moléculaires des céramides analysées au niveau cellulaire et la figure 85 montre les
espéces moléculaires ayant une différence significative par rapport aux cellules contréles 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 especes moléculaires. De plus, les CAD modifient significativement
les proportions relatives des céramides a chaine longue LC (C16 —C18), a trés longue chaine
VLC (C20-C24) ainsi qu’a ultra-longue chaine ULC (C26). Les LC-céramides augmentent avec
I’amiodarone et la chloroquine représentant respectivement, 37,8% et 31.9% des especes de
céramides alors qu’elles ne représentent que 26,5% des espéces dans les cellules controles ; a
I’inverse les VLC-céramides diminuent avec 1’amiodarone et la chloroquine représentant
respectivement 61,7% et 67.6% des especes alors qu’elles représentent 72,8% dans les
contréles. Une augmentation du ratio des céramides LC/VLC a été aussi observée dans le foie

apres traitement des rats par la chloroguine (Lecommandeur et al., 2017).

Tableau 40 : quantification des espéces moléculaires de céramides cellulaires en AU/mg de protéines, moyenne
+/- sem, n=3

Céramides : espéces
moléculaires (AU/mg de Cellules contrdle (n=3) Cellules amiodarone (n=3) Cellules chloroquine (n=3)
protéines)
Cerd18_1.16_0 0,91 + 0,20 17,21 + 1,43 9,20 + 1,31
Cerd18_1.16_1 0,02 t 0,005 0,13 + 0,015 0,09 * 0,012
Cerd18_1.18_0 0,09 t 0,02 1,48 + 0,11 0,64 4 0,11
Cerd18_1.18_1 0,02 t 0,005 0,10 t 0,02 0,06 t 0,004
Cerd18_1.20_0 0,04 + 0,009 0,64 + 0,09 0,28 + 0,05
Cerd18_1.22_0 0,28 t 0,06 5,08 t 0,74 . 2,28 * 0,43
Cerd18_1.24_0 1,28 + 0,27 13,52 + 1,68 9,54 t 1,19
Cerd18_1.24_1 1,29 t 0,33 12,15 kS 2,18 8,96 t 0,97
Cerd18_1.26_0 0,014 t 0,003 0,14 + 0,017 0,08 + 0,013
Cerd18_1.26_1 0,013 t 0,002 0,13 kS 0,010 0,08 t 0,013
Total Cer 3,96 * 0,90 50,58 t 6,03 31,21 k4 4,05
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Le tableau 41 regroupe I’ensemble des résultats pour I’analyse des céramides

exosomales, et la figure 86 présente uniquement les espéces moléculaires significativement

différentes. Les CAD entrainent I’augmentation, bien que non significative, de la quantité totale

de céramides exosomales ainsi que de toutes les especes moléculaires des céramides. La

chloroquine augmente légérement plus la sécrétion de céramides que I’amiodarone. A la

différence des céramides intracellulaires, la proportion relative des LC- et VLC-céramides ne

varient pas dans les exosomes apres incubation avec les 2 CAD par rapport aux controles.

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 espéces moléculaires de céramides exosomales en AU/mg de prot, moyenne +/-
sem, n=3, EV obtenu par UF-UC

Céramides : espéces
moléculaires (AU/mg de

EV contréle (n=3)

EV amiodarone (n=3)

EV chloroquine (n=3)

protéines)

Cerd18_1.16_0 0,33 kS 0,11 0,68 + 0,17 0,80 t 0,19
Cerd18_1.16_1 0,04 t 0,01 0,03 t 0,008 0,05 t 0,009
Cerd18_1.18_0 0,07 + 0,02 0,12 + 0,03 0,14 + 0,03
Cerd18_1.18_1 0,01 + 0,004 0,01 + 0,002 0,02 + 0,005
Cerd18_1.20_0 0,05 t 0,014 0,08 t 0,02 0,09 t 0,02
Cerd18_1.22_0 0,13 + 0,04 0,38 + 0,08 0,32 t 0,08
Cerd18_1.24_0 0,37 + 0,10 0,76 + 0,16 0,84 + 0,16
Cerd18_1.24_1 0,30 + 0,08 0,48 k4 0,11 0,67 t 0,14
Cerd18_1.26_0 0,01 + 0,003 0,01 + 0,002 0,02 + 0,002
Cerd18_1.26_1 0,03 t 0,01 0,03 t 0,009 0,05 t 0,004

Total Cer 1,34 + 0,39 2,59 + 0,56 3,01 * 0,63
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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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e 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 I’action de la sphingomyélinase acide (aSMase). Le tableau
42 regroupe I’ensemble des résultats pour 1’analyse des SM cellulaires, et la figure 87
uniquement les especes moléculaires significativement différentes par rapport aux cellules
contrdles ou entre les 2 traitements. Comme pour les céramides, 1’amiodarone induit une
augmentation significative de la quantité totale des SM dans les cellules ainsi que de toutes
leurs especes 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 1’amiodarone et la
chloroquine, représentant respectivement 42,7% et 39,1% des especes de SM, alors qu’elles ne
représentent que 37% dans les cellules contréles. A I’inverse, les VLC-SM diminuent avec
I’amiodarone et la chloroquine, représentant respectivement 57,3% et 60,9% des especes alors
qu’elles représentent 63% dans les controles.

Tableau 42 : espéces moléculaires des SM cellulaires en AU/mg de protéines, moyenne +/- sem, n=3 (RAW 264.7 ;
HPLC-MS/MS)

Sphingomyélines : espéces
moléculaires (AU/mg de Cellules contréle (n=3) Cellules amiodarone (n=3) Cellules chloroquine (n=3)
protéines)
SM18_1.14_0 3,41 + 0,23 7,91 + 0,50 4,70 * 0,61
SM18_1.16_0 108,01 t 1,90 171,68 EH 15,94 121,23 + 18,89
SM18_1.16_1 1,71 + 0,09 5,29 + 0,31 2,53 + 0,25
SM18_1.18 0 9,33 H 0,56 23,45 H 3,59 11,07 t 2,09
SM18_1.18_1 0,97 * 0,10 2,77 + 0,14 1,12 * 0,08
SM18_1.20_0 4,02 t 0,26 8,44 t 1,42 4,83 E 1,03
SM18_1.20_1 0,57 * 0,06 1,43 + 0,06 0,61 ES 0,06
SM18_1.22_0 22,16 E 1,97 41,29 E 7,31 25,41 * 5,74
SM18_1.22_1 6,62 + 0,68 14,00 + 0,66 7,24 + 0,76
SM18_1.24_0 66,68 S 3,07 84,76 S 13,61 68,04 t 12,93
sSM18_1.24_1 110,29 * 5,22 132,70 + 4,66 112,09 * 10,81
Total SM 333,77 + 7,42 493,74 + 39,57 358,88 + 52,84
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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 I’ensemble des résultats pour I’analyse des SM exosomales, et
la figure 88 uniquement les especes moléculaires significativement différentes entre les 2
traitements. Les 2 CAD induisent des variations différentes: 1’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

aprés incubation avec les 2 CAD par rapport aux contréles. Toutefois, on observe que les LC-

218

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



et VLC-SM sont augmentées de fagon significative pour le traitement a la chloroquine par

rapport a celui a ’amiodarone.

Ainsi, les 2 CAD en perturbant le métabolisme des sphingolipides au niveau endosomal
semblent modifier de facon 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 espéces moléculaires des SM exosomales en AU/mg de prot, moyenne +/- sem,
n=3, EV obtenu par UF-UC (RAW 264.7 ; HPLC-MS/MS)

Sphingomyélines : espéces
moléculaires (AU/mg de EV contrdle (n=3) EV amiodarone (n=3) EV chloroquine (n=3)
protéines)
SM18_1.14_0 5,20 + 1,90 3,46 i+ 0,64 7,87 + 2,45
SM18_1.16_0 120,89 + 45,65 80,69 + 13,71 . 175,59 + 45,92
SM18_1.16_1 7,14 + 3,27 5,82 + 1,38 12,44 + 4,22
SM18_1.18_0 10,53 + 4,10 9,20 + 1,46 16,84 + 4,10
SM18_1.18_1 3,01 + 1,32 2,98 + 0,39 4,93 + 1,49
SM18_1.20_0 5,35 + 2,51 3,99 + 0,84 7,27 + 1,05
SM18_1.20_1 0 E ] 0,46 t 0,46 0 t 0
SM18_1.22 0 27,01 t 11,06 19,34 t 2,33 43,68 t 9,72
SM18_1.22 1 8,99 + 4,24 8,27 t 1,28 15,28 t+ 3,35
SM18_1.24_0 54,47 + 25,06 29,18 t 3,71 79,85 + 20,58
sSM18_1.24_1 121,16 + 60,63 63,20 - 14,75 182,95 + 51,49
Total SM 363,74 t+ 159,55 226,60 * 39,01 546,70 t 143,76
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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 éte 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 P1 et PS sont présentés
comme précédemment d’abord sous forme de tableaux regroupant toutes les especes
moléculaires pour chaque phospholipide, puis sous forme d’histogrammes, les espéces
moléculaires présentant des différences significatives par rapport aux cellules contréles ou entre

les 2 traitements.
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e Les phosphatidylcholines

Comme attendu, les 2 CAD entrainent 1’augmentation de la quantité totale des PC dans
les cellules ainsi que de toutes leurs especes moléculaires par rapport aux cellules contrdles
(tableau 44, figure 89). Toutefois aprés traitement par I’amiodarone ou la chloroquine, nous
n’observons pas de différence significative dans les proportions relatives des especes saturéees
(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 controles ou elles représentent pour les saturées 19,4%, monoinsaturées 47,2% et

polyinsaturéees 33,4%.

Ceci suggere que ’effet inhibiteur des CAD sur la (ou les) activité(s) phospholipase(s)
ne semble pas sélectif pour une activité spécifique.

Tableau 44 : quantification des espéces moléculaires des PC cellulaires en AU/mg de prot, moyenne +/- sem, n=3 (RAW
264.7 ; HPLC-MS/MS)

Phosphatidylcholine :

especes moléculaires Cellules contréle (n=3) Cellules amiodarone (n=3) Cellules chloroquine (n=3)

(AU/mg de protéines)
PC28_0 3,33 + 0,32 4,56 + 0,33 3,53 + 0,17
PC30_0 23,20 + 1,57 26,42 + 0,35 25,24 + 2,06
PC30_1 4,08 + 0,41 4,97 + 0,55 4,20 + 0,38
PC32_0 15,61 * 1,24 17,10 + 0,56 17,94 + 1,87
PC32_1 30,61 + 2,15 36,72 + 1,81 30,22 + 1,93
PC32_2 5,30 + 0,41 6,41 + 0,31 5,54 + 0,34
PC34_0 4,11 + 0,21 5,66 + 0,12 4,54 + 0,36
PC34_1 35,72 + 2,36 45,87 + 1,58 38,15 + 2,31
PC34_2 15,41 + 1,02 19,63 + 1,69 16,75 + 1,41
PC34_3 1,47 * 0,16 1,78 + 0,22 1,56 + 0,19
PC36_1 6,49 + 0,65 7,57 + 0,43 5,88 + 0,31
PC36_2 12,45 + 0,42 16,76 + 1,78 12,51 + 0,74
PC36_3 35,39 + 2,90 45,83 + 1,76 39,21 + 2,31
PC36_4 10,18 + 1,12 13,14 + 0,63 10,66 + 1,00
PC38_2 2,73 * 0,27 4,09 + 0,20 2,78 + 0,15
PC38_3 9,25 * 0,94 10,60 + 0,77 9,89 + 1,04
PC38_4 4,54 + 0,52 6,58 + 0,17 4,93 + 0,22
PC38_5 1,11 + 0,10 1,68 + 0,05 1,21 + 0,04
PC38_6 2,64 + 0,29 3,60 + 0,30 2,84 + 0,24
PC40_3 13,39 + 1,94 18,89 + 1,55 14,49 + 1,32
PC40_6 2,37 + 0,27 2,65 + 0,08 2,34 + 0,16
Total PC 239,40 % 17,51 300,51 + 8,11 254,42 + 17,95
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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, 1’analyse des PC exosomales montre une différence
entre les 2 CAD. L’amiodarone diminue globalement le contenu total et les especes
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 espéces saturées, monoinsaturées
et polyinsaturées apres traitement par I’amiodarone ou la chloroquine par rapport aux contrdles.
Seule I’espece PC 40 :6 qui est I’espéce la plus insaturée analysée, se trouve augmentée avec
les 2 CAD. Ces resultats-indiquent a nouveau que les 2 CAD modifient de fagon différente le

métabolisme lipidique intra-endosomal peut étre en lien avec la perturbation du pH endosomal

222

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



(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 a leur accumulation au

niveau cellulaire pour les cellules traitées avec I’amiodarone.

Tableau 45 : quantification des espéces moléculaires des PC exosomales en AU/mg de prot, moyenne +/- sem,

n=3, EV obtenu par UF-UC (RAW 264.7 ; HPLC-MS/MS)

Phosphatidylcholine :

espéces moléculaires EV contréle (n=3) EV amiodarone (n=3) EV chloroquine (n=3)

(AU/mg de protéines)
PC28_0 1,58 + 0,47 0,90 + 0,16 1,95 + 0,73
PC30_0 15,39 + 5,62 8,58 + 3,38 22,74 + 6,34
PC30_1 2,64 + 1,11 2,11 + 0,59 4,22 + 1,10
PC32_0 32,09 + 12,87 26,44 + 3,94 53,12 + 14,03
PC32_1 30,04 + 12,32 23,52 + 6,46 47,09 t 15,45
PC32_2 3,37 + 1,58 2,97 + 0,61 4,96 + 1,49
PC34_0 15,45 + 6,99 15,58 + 1,99 26,01 + 7,27
PC34_1 90,53 + 41,25 79,35 + 16,17 153,78 + 43,54
PC34_2 38,13 + 17,36 26,62 + 4,95 72,16 + 15,01
PC34_3 2,41 + 1,19 1,79 + 0,38 4,41 + 0,87
PC36_1 3,37 + 1,11 2,27 + 0,67 4,91 + 1,39
PC36_2 28,53 + 12,41 28,47 + 4,13 43,93 * 11,94
PC36_3 31,59 + 13,40 28,85 + 4,64 59,94 + 14,80
PC36_4 6,66 + 2,84 7,27 + 1,20 10,22 + 1,96
PC38_2 6,98 + 2,93 7,06 + 1,07 11,22 + 2,09
PC38_3 9,86 + 4,60 7,74 + 1,04 16,96 * 3,62
PC38_4 7,94 + 3,37 8,01 + 1,36 13,64 + 3,10
PC38_5 9,06 + 4,47 6,89 + 0,94 16,46 + 3,69
PC38_6 9,45 + 4,29 7,57 + 1,13 17,25 + 3,40
PC40_3 11,68 + 4,89 12,02 + 2,13 19,13 + 3,99
PC40_6 0,19 + 0,10 0,54 + 0,07 0,75 + 0,43
Total PC 356,94 + 154,83 304,54 + 49,77 604,86 + 152,45
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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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e Les phosphatidyléthanolamines

Comme pour I’effet sur les PC cellulaires, les 2 CAD entrainent une augmentation
globale du contenu total et des espéces moléculaires des PE qui est plus importante pour les
cellules traitées par 1’amiodarone (tableau 46, figure 91). De plus, le traitement par
I’amiodarone induit une différence significative dans les proportions relatives des espéces
saturées, 14,5%, monoinsaturées, 52,4% et polyinsaturées, 33,2% par rapport aux cellules

contrdles ou elles représentent respectivement 13,2%, 51,3% et 35,5%.

Tableau 46 : quantification des espéces moléculaires des PE cellulaires en AU/mg de prot, moyenne +/- sem, n=3
(RAW 264.7 ; HPLC-MS/MS)

Phosphatidyléthanolamine
: espéces moléculaires Cellules controle (n=3) Cellules amiodarone (n=3) Cellules chloroquine (n=3)
(AU/mg de protéines)
PE32_0 0,45 + 0,07 0,72 t 0,04 0,62 t 0,03
PE32_1 0,61 E 0,09 1,07 t 0,06 0,85 t 0,04
PE32_2 0,05 t 0,01 0,06 t 0,02 0,07 t 0,02
PE34_0 2,83 + 0,43 4,20 + 0,31 3,83 + 0,09
PE34_1 1,09 + 0,18 1,91 + 0,18 1,75 + 0,14
PE36_1 6,47 + 0,99 8,13 + 0,56 8,14 + 0,45
PE36_2 4,54 + 0,68 6,65 + 0,57 6,55 + 0,34
PE36_3 0,78 + 0,14 1,18 + 0,13 1,21 + 0,12
PE36_4 0,25 + 0,04 0,41 + 0,04 0,37 + 0,03
PE38_2 1,32 + 0,22 1,43 + 0,12 1,47 + 0,11
PE38_3 2,08 + 0,40 2,38 + 0,15 2,41 + 0,20
PE38_4 1,60 + 0,28 2,10 + 0,15 2,05 + 0,13
PE38_5 0,17 + 0,03 0,26 + 0,03 0,24 + 0,01
PE38_6 0,64 + 0,11 0,95 + 0,08 0,85 + 0,04
PE40_3 0,48 + 0,08 0,48 + 0,03 0,51 + 0,05
PE40_5 0,73 + 0,12 0,90 t 0,07 0,81 t 0,02
PE40_6 0,62 + 0,09 0,84 t 0,05 0,73 t 0,03
PE40_7 0,24 + 0,04 0,36 + 0,02 0,33 + 0,02
Total PE 24,94 + 3,94 34,01 t 2,51 32,81 t 1,73
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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 ’analyse des PE exosomales montre la
diminution globale du contenu et des espéces moléculaires des PE aprés traitement par
I’amiodarone. De plus, I’amiodarone induit une différence significative dans les proportions
relatives des espéces saturées, 4,4%, et polyinsaturées, 80,3% par rapport aux cellules contrdles
ou elles représentent respectivement 3,3% et 83,3%. La chloroquine quant a elle, ne modifie
pas le contenu et les especes 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 fagon
différente la sécrétion des PE exosomales. En effet, la diminution de la sécrétion des PE
associees aux exosomes, en particulier les especes polyinsaturées, est corrélée a leur
accumulation au niveau cellulaire pour les cellules traitées avec 1’amiodarone par rapport aux

cellules controles.

Tableau 47 : quantification des especes moléculaires des PE exosomales en AU/mg de prot, moyenne +/- sem,
n=3, EV obtenu par UF-UC (RAW 264.7 ; HPLC-MS/MS)

Phosphatidyléthanolamine :
espéces moléculaires EV contréle (n=3) EV amiodarone (n=3) EV chloroquine (n=3)
(AU/mg de protéines)

PE32_0 1,13 + 0,47 0,91 + 0,37 1,43 + 0,30
PE32_1 0,95 t 0,41 . 0,87 H 0,38 1,19 t 0,22
PE32_2 0,08 k4 0,02 0,12 k4 0,04 0,24 k4 0,11
PE34_0 17,60 k4 7,66 12,41 4 5,01 18,98 k4 5,27
PE34_1 6,82 t 2,94 4,80 H 2,02 7,19 - 2,16
PE36_1 35,59 k4 15,99 . 19,79 4 6,85 35,92 t 11,80
PE36_2 34,06 + 15,28 19,41 + 7,22 33,96 + 12,51
PE36_3 24,44 + 11,21 13,31 + 5,47 23,88 + 10,06
PE36_4 27,23 + 12,52 14,78 + 6,22 26,52 + 12,03
PE38_2 12,61 + 5,81 ' 6,70 + 2,65 12,85 + 4,73
PE38_3 104,94 E 47,71 52,18 E 20,76 102,86 + 43,03
PE38_4 165,47 + 75,91 81,86 + 32,47 159,88 + 70,60
PE38_5 18,02 + 8,27 . 8,42 S 3,22 16,69 + 8,08
PE38_6 81,94 + 37,83 39,62 + 15,54 77,09 + 37,27
PE40_3 2,41 + 1,12 1,07 + 0,39 2,36 + 0,92
PE40_5 25,01 t 11,66 10,97 H 3,99 24,23 E 10,54
PE40_6 20,55 t 9,39 . 9,77 H 3,51 19,82 S 8,45
PE40_7 4,93 ES 2,21 2,54 H 0,91 4,67 * 1,95
Total PE 583,78 t 266,18 299,51 t 116,96 569,76 % 239,16

e Les phosphatidylinositols

Globalement, on observe 1’augmentation du contenu total et des espéces moléculaires
des PI intracellulaires avec le traitement par les 2 CAD par rapport aux cellules contréles
(tableau 48, figure 92). L’amiodarone entraine a nouveau une plus forte augmentation que la
chloroquine. De plus aprés traitement par I’amiodarone ou la chloroquine, nous observons des
différences significatives dans les proportions relatives des espéces 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 contréles

ou elles représentent pour les saturées 2,2%, monoinsaturées 44,1% et polyinsaturees 53,7%.
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Tableau 48 : quantification des especes moléculaires des PI cellulaires en AU/mg de prot, moyenne +/- sem, n=3
(RAW 264.7 ; HPLC-MS/MS)

Phosphatidylinositol :
espéces moléculaires
(AU/mg de protéines)

Cellules contréle (n=3)

Cellules amiodarone (n=3)

Cellules chloroquine (n=3)

PI32_1 0,53 t 0,10 2,17 t 1,26 1,01 + 0,58
PI34_1 4,53 + 0,55 18,90 t 10,91 8,54 + 4,93
PI34_2 2,93 + 0,45 12,18 + 7,03 6,37 + 3,68
PI36_0 6,73 t 0,71 22,74 t 13,13 10,99 + 6,35
PI36_1 29,65 t 3,40 91,26 + 52,69 49,25 + 28,43
PI36_2 40,79 + 5,64 104,95 t 60,59 69,08 + 39,88
PI36_3 10,44 t 1,70 24,53 t 14,16 17,30 + 9,99
PI38_1 7,70 t 1,08 12,40 t 7,16 9,82 + 5,67
PI38_2 46,45 + 8,50 65,63 t 37,89 53,76 + 31,04
PI38_3 94,99 t 20,22 137,33 t 79,29 108,95 + 62,90
PI38_4 38,82 + 7,50 82,96 + 47,90 53,09 + 30,65
PI38_5 7,51 + 1,42 20,56 + 11,87 11,20 + 6,47
PI40_2 2,64 + 0,36 4,61 + 2,66 3,56 + 2,05
PI40_3 5,12 + 0,65 7,44 + 4,29 5,98 + 3,45
PI40_4 4,11 + 0,52 7,21 + 4,16 5,23 + 3,02
PI40_5 3,74 + 0,45 6,95 + 4,01 4,50 + 2,60
PI40_6 2,65 + 0,33 5,59 * 3,23 3,56 + 2,05
Total PI 309,31 + 53,03 627,42 + 362,24 422,18 + 243,74
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Figure 92 : Différence signficative des espéces moléculaires des P1 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 espéces moléculaires des Pl avec les 2 CAD par rapport
aux cellules contréles (tableau 49, figure 93). De plus comme avec les Pl cellulaires,
I’amiodarone entraine des variations significatives dans les proportions relatives des especes
saturées, en moyenne 5,4%, monoinsaturées, en moyenne 46% et polyinsaturées, en moyenne
48,6% par rapport aux cellules contrbles ou 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, I’amiodarone augmente a la fois les PI cellulaires et exosomaux. De plus comme

pour les PE, les proportions relatives des especes polyinsaturées des Pl diminuent

significativement dans les exosomes et dans les cellules traitées avec I’amiodarone par rapport

aux cellules contréles.

Tableau 49 : quantification des espéces moléculaires des Pl exosomales en AU/mg de prot, moyenne +/- sem, n=3,
EV obtenu par UF-UC (RAW 264.7 ; HPLC-MS/MS)

Phosphatidylinositol :
espéces moléculaires EV contrdle (n=3) EV amiodarone (n=3) EV chloroquine (n=3)
(AU/mg de protéines)
PI32_1 0 3 0 0,07 E 0,07 0 E3 0
PI34_1 0,68 S 0,23 1,31 + 0,23 1,17 + 0,27
PI34_2 0,45 3 0,18 0,55 E3 0,08 0,89 E3 0,21
PI36_0 0,78 S 0,22 1,87 + 0,27 1,34 + 0,27
PI36_1 2,42 + 0,67 5,71 + 0,97 4,25 + 1,11
PI36_2 2,93 t 1,09 4,29 + 0,75 573 t 1,29
PI36_3 0,89 + 0,37 1,03 + 0,18 1,82 + 0,47
PI38_1 0,68 t 0,23 0,74 t 0,09 1,09 t 0,23
PI38_2 3,06 + 1,04 3,15 + 0,61 4,66 + 1,26
PI38_3 6,65 + 2,55 6,86 + 1,47 10,99 + 3,02
PI38_4 3,41 t 1,60 4,89 * 1,06 6,58 + 1,60
PI38_5 0,85 + 0,41 1,34 + 0,27 1,81 + 0,33
Pl40_2 0,30 * 0,10 0,30 * 0,03 0,25 * 0,25
Pl40_3 0,67 t 0,28 0,68 + 0,09 1,11 + 0,20
PI40_4 0,84 + 0,38 0,92 E3 0,12 1,48 E3 0,36
Pl140_5 0,73 + 0,34 0,89 + 0,14 1,31 + 0,28
PI40_6 0,47 + 0,21 0,56 ES 0,08 0,85 ES 0,13
Total PI 25,82 + 9,89 35,17 * 6,20 45,33 + 11,26
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Figure 93 : Différence signficative des espéces moléculaire des Pl 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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e Les phosphatidylsérines

Comme pour les P, les 2 CAD entrainent une augmentation du contenu total et des
especes moléculaires de PS cellulaires, les autres phospholipides anioniques, par rapport aux
cellules contréles. Cette augmentation est plus importante et significative pour 1’amiodarone
que pour la chloroquine (tableau 50, figure 94). Toutefois, nous n’observons pas de différence
significative dans les proportions relatives des especes saturées, monoinsaturées et

polyinsaturées apres traitement par 1’amiodarone ou la chloroquine par rapport aux contrdles.

Tableau 50 : quantification des especes moléculaires des PS cellulaires en AU/mg de prot, moyenne +/- sem, n=3
(RAW 264.7 ; HPLC-MS/MS)

Phosphatidylsérine :

espéces moléculaires Cellules contréle (n=3) Cellules amiodarone (n=3) Cellules chloroquine (n=3)

(AU/mg de protéines)
P532_0 0,008 + 0,001 0,02 + 0,001 0,01 + 0,0009
PS32_1 0 + 0 0 * 0 0 + 0
PS34_0 0,06 + 0,009 0,12 + 0,007 0,08 + 0,006
PS34_1 0,20 + 0,03 0,40 + 0,02 0,28 + 0,02
Ps34_2 0,02 E 0,003 0,06 t 0,003 0,03 3 0,003
PS36_0 0,21 + 0,04 0,33 t 0,02 0,26 + 0,02
PS36_1 0,16 + 0,16 0,80 t 0,40 0,31 + 0,31
P536_2 0,15 + 0,02 0,32 t 0,02 0,22 + 0,02
P536_3 0,01 + 0,001 0,02 t 0,001 0,01 + 0,002
PS38_1 0,03 + 0,006 0,05 + 0,003 ' 0,04 + 0,003
P538_2 0,06 + 0,012 0,09 t 0,003 0,07 + 0,007
P538_3 0,07 + 0,013 0,11 * 0,005 . 0,08 + 0,008
PS38_4 0,02 + 0,003 0,05 + 0,005 0,03 + 0,003
PS38_6 0,005 + 0,0006 0,01 + 0,001 ' 0,007 + 0,0005
PS40_4 0,04 + 0,005 0,06 t 0,005 0,04 + 0,005
P540_5 0,07 + 0,010 0,10 * 0,01 . 0,06 + 0,009
P540_6 0,06 + 0,009 0,09 t 0,01 0,05 + 0,009
PS42_6 0,003 + 0,0003 0,005 + 0,0002 ' 0,004 + 0,0002
Total PS 1,18 + 0,10 2,63 t 0,48 1,59 + 0,38
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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, I’analyse des espéces 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 I’effet des CAD sur la sécrétion des exosomes par les
macrophages montre que 1’amiodarone et la chloroquine ont stimulé la sécrétion des EV comme
I’indique 1’augmentation du nombre de vésicules avec les 2 CAD et des protéines avec
I’amiodarone. Ces EV ont ¢été caractérisées par la présence des marqueurs protéiques
exosomaux ALIX et TSG101 et la mesure de leur diamétre moyen, 123 a 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 toxigques (données non montrées).

L’analyse lipidique détaillée des cellules et des EV apres 48h de sécrétion indique que
les 2 CAD n’ont pas modifié de fagon similaire la composition lipidique des EV et des cellules,

suggerant donc qu’elles n’ont pas le méme effet sur le métabolisme des lipides étudiés.

La chloroquine et I’amiodarone plus fortement, ont augmenté la quantité du di-oléate
BMP associé aux EV par rapport aux EV des cellules contréles. Le di-oléate BMP, espéce du
BMP majoritaire dans les macrophages RAW?264.7, est la seule espéce détectée dans les EV.
Les 2 CAD ont aussi augmenté la quantité totale de céramides exosomales, 1égérement plus
avec la chloroquine qu’avec 1’amiodarone, par rapport aux EV des cellules contréles. De plus,
I’amiodarone entraine la diminution des SM exosomales alors que la chloroquine les augmente
par rapport aux EV des cellules contrdles. 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 Pl
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 hypothéses d’action des CAD).
Toutefois, les effets variables selon ces CAD pourraient étre liés a 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 secrétion des exosomes (Trajkovic et al., 2008;
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Verderio et al., 2018). Bien que I’importance de la longueur de la chaine acyle sur les propriétés
fonctionnelles des céramides ne soit pas complétement 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
I’augmentation des VLC-céramides observée dans les exosomes alors que les VLC-SM ont
diminué dans les cellules traitées par la chloroquine, suggére 1’implication de la nSMase2 dans
la stimulation de la sécrétion exosomale, puisque la celle-ci aurait une préférence pour les
C24 :0et 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 espéces moléculaires et ceci d’autant plus qu’elles sont minoritaires. A cette variation
s’ajoute en plus I’hétérogénéité des populations d’EV sécrétées. Toutefois, nous avons montré
gue le traitement par I’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 facon a 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 modeles différents de

surcharge en cholestérol.
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16.3 Dysfonctionnement endo-lysosomal induit lors de surcharge en cholestérol

génetique ou induite

Introduction

Les surcharges en cholestérol peuvent étre géenétiques comme par exemple la maladie
de Niemann Pick de type C, ou bien induites par I’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 a elle fait partie des maladies qui tue le
plus de personnes dans le monde. Malheureusement a I’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 synthese de choletérol, mais ne diminuant
pas les surcharges liées a 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
¢liminer 1’excés de cholestérol libre et de lipides intracellulaires en utilisant 2 mode¢les

cellulaires différents. :
- des fibroblastes de patients atteints de NPC et de sujets contrbles

- 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 contréles et NPC ont été mis a secréter 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 étre réalisée que sur les cellules apres
48h de sécrétion. Malheureusement, nous n’avons pas pu analyser les lipides des EV en raison

d’une trop faible quantité d’échantillon.
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16.3.1.1 Caractérisation des exosomes sécrétés par des fibroblastes contréles 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 contrdles et de NPC. Le marquage de CD81 est plus fort pour les sujets NPC que
pour les contréles, 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 diametre moyen des vésicules a été analysé par NTA pour un contréle et un patient
NPC (en triplicata pour chaque préparation d’EV). Les valeurs obtenues correspondent a des
tailles compatibles avec des exosomes (Contrdle : 116 nm, NPC : 112nm) et ne montrent pas

de différence entre le NPC et le controle.
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Figure 95 : caractérisation de la présence d’exosomes par western blot, marqueurs utilisés CD63 et CD81, dépots
réalisés a volume égal v=15pL, 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 controles 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 especes moléculaires dans les cellules NPC par rapport aux contréles a
I’exception de I’espéce PaD-BMP (tableau 51) (Pa = acide palmitoléique ; D=DHA). Une
augmentation significative de la proportion des espéces polyinsaturées du BMP est observee
dans les cellules NPC (66%) par rapport aux controles (49%), dont I’espeéce I’oléoyl
docosahexaénoyl OD-BMP qui représente 32,7% et 25,7% des espéces du BMP dans les NPC
et les contrdles, respectivement. De plus par rapport au BMP des cellules RAW 264.7 (tableau
39), les espéces majoritaires du BMP des fibroblastes sont le di-DHA BMP (14%) et I’OD-
BMP (26-33%) pour les contrdles et les NPC.

237

Cette thése est accessible a I'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2021LY SEI098/these.pdf
© [M. Rabia], [2021], INSA Lyon, tous droits réservés



Tableau 51 : quantification des especes 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. especes considérées comme polyinsaturées

BMP (Bis(’mon_oacylglycéro)phophate’).: especes Cellules contrdle (n=3) Cellules NPC (n=3)
moléculaires (hmol/mg de protéines)
PP BMP C16:0,C16:0 1,64 t 0,07 1,94 + 0,15
LL BMP C18:2n-6,C18:2n-6 0 i o 0 0 + 0
SSBMP C€18:0,C18:0 0,46 * 0,03 0,36 + 0,13
di DPA BMP C22:5n-3,C22:5n-3/6 0,008 t 0,002 0,015 + 0,006
AA BMP C20:4n-6,C20:4n-6 0,002 t 0,000 0,007 + 0,005
ODTA BMP C18:1,C22:4n-6 0,014 < 0,011 0,011 b 0,004
OA BMP C18:1n-9,C20:4n-6 0,04 * 0,005 0,17 + 0,11
OETA BMP C18:1n-9,C20:3n-6/9 0,03 * 0,000 0,16 + 0,12
OEE BMP C18:1n-9,C20:2n-6 0 t 0 0,04 + 0,02
PO BMP C16:0,C18:1n-9 0,006 * 0,004 0,08 + 0,05
OL BMP C18:1n-9,C18:2n-6 0,02 * 0,01 0,18 + 0,14
00 BMP C18:1n-9,C18:1n-9 0,07 * 0,009 0,46 + 0,19
SO BMP C18:0,C18:1n-9 0,02 + 0,004 0,06 * 0,04
ODPA BMP C18:1n-9,C22:5n-3/6 0,09 + 0,008 0,64 * 0,37
OD BMP C18:1n-9,C22:6n-3 1,13 + 0,15 3,21 * 1,08
PaD BMP C16:1n-9,C22:6n-3 0,006 t 0,004 0,03 * + 0,006
PD BMP C16:0,C22:6n-3 0,03 t 0,016 0,24 + 0,10
AD BMP C20:4n-6,C22:6n-3 0,07 * 0,011 0,17 + 0,08
DD BMP C22:6n-3,C22:6n-3 0,59 * 0,06 1,41 + 0,49
LD BMP C18:2n-6,C22:6n-3 0,09 t 0,013 0,33 + 0,15
SD BMP C18:0,C22:6n-3 0,04 t 0,003 0,22 + 0,11
Total BMP 4,37 i 5 0,09 9,72 t 3,29
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16.3.1.3 Effet sur le contenu en cholestérol des fibroblastes

Aprés 48h de sécrétion, on observe toujours une augmentation significative de la
quantité de cholestérol libre dans les cellules NPC par rapport aux cellules contréles (figure
96). Comme attendu, les taux d’esters de cholestérol ne montrent pas de différence significative
entre les cellules controles et NPC: 0,37 £ 0,07 et 0,49 z= 0,10 AU/mg protéines |,
respectivement (moyenne + sem, n=3). Ceci indique que le phénotype NPC est toujours

maintenu dans nos conditions expérimentales.

12 *

protéines)
[
h [++] [ =]

Cholestérol (AU/mg de
=Y

cellules controle cellules NPC

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

e Les céramides

L’analyse des céramides montre que leur quantité globale ainsi que leurs espéces
moléculaires diminuent dans les cellules NPC par rapport aux contréles bien que de fagon 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 contréles (LC- : long chain,
VLC- : very long chain, ULC- ultra long chain).

Tableau 52 : quantification des espéces moléculaires de céramides cellulaires en AU/mg de prot, moyenne +/- sem,
n=3 (fibroblaste, HPLC-MS/MS)

Cém"}:"a;;:s::;::ré'?i:l;laires Cellules contréle (n=3) Cellules NPC (n=3)
Cerd18_1.16_0 17,204 + 7,09 13,87 + 4,19
Cerd18_1.16_1 0,18 t 0,07 0,17 t 0,04
Cerd18_1.18_0 1,44 + 0,85 1,29 + 0,66
Cerd18_1.18_1 0,07 + 0,03 0,08 + 0,03
Cerd18_1.20_0 0,31 t 0,19 0,24 t 0,11
Cerd18_1.22_0 2,65 + 1,43 2,03 + 0,79
Cerd18_1.24_0 12,80 + 5,42 10,03 + 2,78
Cerd18_1.24_1 9,62 t 4,61 7,49 S 2,15
Cerd18_1.26_0 0,62 S 0,24 0,40 + 0,03
Cerd18_1.26_1 0,52 + 0,20 0,36 + 0,01

Total Cer 45,41 t 20,10 35,95 S 10,77
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e Les sphingomyélines

En paralléle, nous n’observons pas d’augmentation significative de la quantité totale de

SM dans les cellules NPC par rapport aux contréles (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 controles, alors que les VLC-SM sont

significativement augmentées (42,5% et 34,6%, respectivement).

Malgre la faible augmentation du taux global de sphingomyéline, les variations de leurs

proportions relatives ainsi que la diminution du taux des céramides suggerent que le

métabolisme des sphingomyélines est toujours perturbé dans les cellules NPC aprés 48h de

sécrétion.

Tableau 53 : quantification des espéces moléculaires des SM cellulaires en AU/mg de prot, moyenne +/- sem, n=3

(fibroblaste, HPLC-MS/MS)

Sphingomyélines : espéces
moléculaires (AU/mg de protéines)

Cellules contréle (n=3)

Cellules NPC (n=3)

SM18_1.14_0 23,85 + 1,57 22,71 + 2,96
SM18_1.16_0 511,57 + 24,24 441,93 + 111,29
SM18_1.16_1 38,77 + 2,25 35,38 + 4,77
SM18_1.18_0 16,89 + 1,27 21,72 + 8,53
SM18_1.18_1 5,80 + 0,26 6,48 + 1,78
SM18_1.20_0 2,96 + 0,24 6,56 + 2,63
SM18_1.20_1 0,90 + 0,04 1,67 + 0,56
SM18_1.22_0 30,83 + 2,56 43,28 + 15,65
SM18_1.22_1 17,17 + 0,57 24,37 + 7,08
SM18_1.24_0 83,19 + 6,81 91,40 + 28,19
SM18_1.24_1 180,19 + 2,13 228,94 + 57,71
Total SM 912,11 + 22,27 924,45 + 239,78
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16.3.1.4.2 Effet sur les glycérophospholipides (PC, PE, PI, PS)

e Les phosphatidylcholines et phosphatidyléthanolamine

L’analyse des phospholipides neutres PC et PE des fibroblastes apres 48h de sécrétion

montre une diminution non significative de leur quantité globale ainsi que de la plupart de leurs

especes moléeculaires dans les cellules NPC par rapport aux contrdles (tableaux 54 et 55). De

plus, les proportions relatives de leurs espéces moléculaires ne montrent pas de différence entre

les cellules NPC et les controbles.

Tableau 54 : quantification des espéces moléculaires des PC cellulaires en AU/mg de prot, moyenne +/- sem n=3

(fibroblaste, HPLC-MS/MS)

mtzg::f;?::lsc:ﬁ::}?:grﬁé:Srztezie:es) Cellules contréle (n=3) Cellules NPC (n=3)

PC28_0 3,37 * 0,26 1,53 * 1,03
PC30_0 72,75 * 4,91 48,42 + 22,85
PC30_1 14,52 + 1,21 12,78 * 2,62
PC32_0 151,61 + 14,75 126,64 + 30,89
PC32_1 150,17 + 12,80 129,83 + 25,15
PC32_2 9,97 + 0,89 9,01 + 1,51
PC34_0 45,71 + 4,49 38,51 + 8,69
PC34_1 283,45 + 29,40 225,17 + 49,60
PC34_2 75,89 + 8,05 63,13 + 12,75
PC34_3 7,60 * 0,87 6,02 * 1,89
PC36_1 12,46 * 1,12 11,79 * 1,43
PC36_2 158,64 * 13,21 124,19 * 35,24
PC36_3 140,29 * 14,23 118,28 * 18,68
PC36_4 30,94 * 2,43 25,96 + 8,32
PC38_2 27,12 * 3,14 20,03 + 11,37
PC38_3 27,67 * 3,28 21,27 + 5,03
PC38_4 53,05 * 3,75 39,12 + 14,13
PC38_5 15,47 * 1,52 11,84 + 5,39
PC38_6 26,42 + 2,62 18,74 + 6,81
PC40_3 89,39 + 6,10 66,90 + 26,55
PC40_6 3,99 + 0,34 3,10 + 0,77
Total PC 1400,49 + 114,98 1122,26 + 276,58
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Tableau 55 : quantification des especes moléculaires des PE cellulaires en AU/mg de prot, moyenne +/- sem, n=3
(fibroblaste, HPLC-MS/MS)

Phos?hati-dvléthanolamine: e.r:!:uéces Cellules contréle (n=3) Cellules NPC (n=3)
moléculaires (AU/mg de protéines)

PE32_0 4,90 + 0,82 4,68 + 1,44
PE32_1 4,63 + 0,98 4,69 * 1,38
PE32_2 1,22 + 0,30 0,99 + 0,53
PE34_0 65,45 + 12,88 66,76 * 19,63
PE34_1 23,68 t 5,26 21,89 S 6,65
PE36_1 126,26 + 23,94 138,01 + 40,98
PE36_2 121,51 + 26,53 116,67 + 35,14
PE36_3 65,31 t 17,03 54,10 t 20,31
PE36_4 54,38 + 14,61 42,02 + 18,47
PE38_2 33,80 3 7,28 28,20 t 11,31
PE38_3 280,58 + 66,26 228,63 + 95,36
PE38_4 434,26 + 105,73 351,11 + 147,24
PE38_5 53,35 + 15,17 44,24 t 16,81
PE38_6 207,27 + 54,83 165,26 + 66,91
PE40_3 7,81 t 1,71 8,97 t 2,80
PE40_5 76,36 + 19,84 70,08 + 22,93
PE40_6 65,31 + 16,53 56,46 + 19,92
PE40_7 23,08 t 6,60 18,73 t 6,52
Total PE 1649,15 + 396,23 1421,47 + 511,56

e Les phosphatidylinositols et les phosphatidylsérines

L’analyse des phospholipides anioniques PI et PS des fibroblastes aprés 48h de sécrétion
montre une augmentation de la quantité globale ainsi que de certaines especes moléculaires des
P1 dans les cellules NPC par rapport aux contréles (tableau 56 avec sigificativité pour P1 32 :1
et 38 :1). Par contre, aucune variation n’est observée pour les PS entre les cellules NPC et les
contréles (Tableau 57). De plus, les proportions relatives des especes moléculaires de Pl et PS

ne montrent pas de différence entre les cellules NPC et les controles.

243

Cette thése est accessible a I'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2021LY SEI098/these.pdf
© [M. Rabia], [2021], INSA Lyon, tous droits réservés



Tableau 56 : quantification des especes moléculaires des Pl cellulaires

(fibroblaste, HPLC-MS/MS), * pvalue <0.05.

Phosphatidylinositol : espéces
moléculaires (AU/mg de protéines)

Cellules contréle (n=3)

en AU/mg de prot, moyenne +/- sem, n=3

Cellules NPC (n=3)

PI32_1 1,34 + 0,10 1,74* + 0,11
PI34_1 11,25 + 0,63 14,75 + 2,83
PI34_2 4,76 + 0,43 5,55 + 0,68
PI36_0 5,31 + 0,73 7,47 + 1,07
PI36_1 18,29 + 2,43 24,75 + 3,82
PI36_2 16,72 + 2,34 21,83 + 2,53
PI36_3 6,87 . 0,92 7,14 + 1,62
PI38_1 0,91 + 0,08 1,40* + 0,10
PI38_2 10,10 + 1,55 12,09 + 2,33
PI38_3 75,53 + 10,86 78,34 + 22,83
PI38_4 165,53 + 23,71 162,06 + 54,47
PI38_5 33,56 + 2,45 31,13 + 9,86
PI40_2 2,40 + 0,27 2,33 + 0,33
Pl40_3 3,72 . 0,31 3,44 + 0,36
Pl40_a 10,03 + 1,49 8,77 + 2,53
PI40_5 12,70 + 2,59 11,36 + 4,22
Pl40_6 6,08 + 1,21 5,59 + 2,16
Total PI 385,12 + 51,05 399,73 + 109,54

Tableau 57 : quantification des espéces moléculaires des PS cellulaires en AU/mg de prot, moyenne +/- sem, n=3

(fibroblaste, HPLC-MS/MS)

Phosphatidylsérine : espéces

moléculaires (AU/mg de protéines)

Cellules contrdle (n=3)

Cellules NPC (n=3)

Ps32_0 0,02 + 0,003 0,02 + 0,003
Ps32_1 0 + 0 0 + 0
PS34_0 0,10 + 0,01 0,12 + 0,02
Ps34_1 0,23 t 0,03 0,23 + 0,03
Ps34_2 0,02 + 0,002 0,02 + 0,002
PS36_0 0,64 + 0,05 0,66 + 0,04
Ps36_1 2,04 + 0,14 1,51 + 0,58
PS36_2 0,22 + 0,02 0,25 + 0,02
PS36_3 0,01 + 0,002 0,01 + 0,0007
Ps38_1 0,07 t 0,01 0,08 + 0,004
Ps38_2 0,12 + 0,009 0,12 + 0,02
Ps38_3 0,24 + 0,01 0,21 + 0,05
Ps38_4 0,10 + 0,006 0,08 + 0,02
PS38_6 0,02 t 0,002 0,02 + 0,002
PS40_4 0,33 + 0,01 0,25 + 0,12
PS40_5 0,35 + 0,003 0,29 + 0,17
PS40_6 0,21 t 0,012 0,21 + 0,13
PS42_6 0,02 + 0,00 0,02 + 0,005
Total PS 4,73 t 0,27 4,09 + 0,92
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16.3.1.5 Conclusion

Cette étude montre qu’apres 48h de sécrétion, les fibroblastes sécrétent 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 contrdles. Malgré la détection du BMP dans
des préparations d’EV non purifiées (en particulier I’espéce di-DHA-BMP, résultat non montré)
lors d’expérience préliminaire, nous n’avons pas pu analyser de facon 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, 1’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 contréles apres
48h de sécreétion, confirmant donc le dysfonctionnement endo-lysosomal qui a été vérifié aussi
par immunofluorescence (données non présentées). De plus, nous montrons 1’enrichissement
du BMP en espéces docosahexaenoates en particulier le di-DHA-BMP, complétant donc
I’analyse publiée sur le BMP des fibroblastes contréles (Scherer et al., 2010). La diminution
des céramides et I’augmentation des SM suggérent toujours la perturbation du catabolisme des
sphingolipides dans les cellules NPC par rapport aux cellules contr6les, ces faibles variations
non significatives indiquent que le phénotype NPC puisse étre modifié lors des subcultures des
primocultures de fibroblastes NPC (Kobayashi et al., 1999; Vanier, 2015).

Les fibroblastes de peau de patients NPC ont été tres utiles pour la caractérisation et le
diagnostic de cette maladie (Vanier, 2015). L’utilisation d’autres types cellulaires (CHO,
HelLa) 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 a la répression du géne
(Feltes et al., 2020; Pipalia et al., 2017). Enfin, les études métaboliques plus récentes sur la NPC
s’orientent vers I’utilisation des cellules-cible de cette maladie : les cellules neuronales
différenciées par reprogrammation de cellules souches obtenues a partir de fibroblastes de
patients NPC présentant donc uniquement la mutation impliquée dans la pathologie (lInytska,
Lai, et al., 2021; D. Yu et al., 2014). L’utilisation de ces différents mod¢les a donc permis

d’évaluer I’implication de la sécrétion du cholestérol via les exosomes (lInytska, Jeziorek, et
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al., 2021; Strauss et al., 2010) et de I’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 1I’implication du BMP dans la
sécrétion exosomale du cholestérol d’utiliser & nouveau le modele des macrophages RAW
caractérisés précédemment pour leur richesse en BMP, la sécrétion d’exosomes contenant du

BMP et leur engorgement en cholestérol suite a I’incubation avec des lipoprotéines.

16.3.2 Dysfonctionnement endo-lysosomal consécutif a une surcharge en cholestérol induite

par différents traitements dans les macrophages RAW 264.7

Introduction

Pour poursuivre 1’étude de I’implication du BMP dans la sécrétion des exosomes et 1’
¢limination de I’exces 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 (a I’exception de ’'U18666A qui est maintenu
pendant le temps de sécrétion (72h au total)), puis mis a 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 : I’U18666A (abréviation Ul18), 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 aceétylées (acLDL) : les acLDL induisent une surcharge en cholestérol. En effet
grace a leur acétylation, les acLDL vont rentrer de fagon 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-1’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 espéces moléculaires du BMP sont présentées sous

plusieurs formes:

-sous forme de tableau, ou sont regroupés toutes les espéces moléculaires en fonction

des différents traitements.

-sous forme d’histogramme, ou sont schématisées uniquement les espéces moléculaires

qui varient de fagon 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 1’espece moléculaire est significativement différente entre le groupe

controle et le groupe PG.

-b: la valeur de 1’espéce moléculaire est significativement différente entre le groupe

contréle et le groupe acLDL.

-c: la valeur de I’espece moléculaire est significativement différente entre le groupe

contréle et le groupe acLDL PG.

-d : la valeur de 1’espéce moléculaire est significativement différente entre le groupe

contréle et le groupe acLDL U18.

-e : la valeur de 1’espece moléculaire est significativement différente entre le groupe

acLDL et le groupe PG.

-f: la valeur de 1’espéce moléculaire est significativement différente entre le groupe
acLDL U18 et le groupe PG.

-g: la valeur de I’espéce moléculaire est significativement différente entre le groupe
LDL PG et le groupe PG.

-h : la valeur de 1’espéce moléculaire est significativement différente entre le groupe
acLDL U18 et le groupe acLDL.

-i: la valeur de I’espece moléculaire est significativement différente entre le groupe
acLDL PG et le groupe acLDL.
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-j: la valeur de 1’espece 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

Aprés 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 contrdle, acLDL, acLDL+PG et PG. La figure
97 B regroupe les conditions contréle, 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, dép6ts réalisés a volume égales v = 15uL, 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 (50ug/mL 24h de pré incubation), du PG (30uM, 24H de pré incubation) et
de ’U18666A (24h de préincubation +48h de séctrétion) associé ou non. — les protéines des EV ont été dosées par la méthode de Bradford. Le nombre, diamétre 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.

étude de la sécrétion des vésicules

nombre de vésicules (x10°6/10°6 cellules) controles (n=6) PG (n=3) acLDL (n=6) acLDL +PG(n=3) acLDL + U18666A(n=3)
112,7 + 38,2 78,4 + 10,7 61,4 + 8,8 126,3 + 32,4
protéines des vésicules (ug/10%6 cellules) contréles (n=3) PG (n=3) aclDL (n=3) acLDL +PG(n=3) * acLDL + U18666A(n=3)
0,34 + 0,05 0,29 + 0,02 0,24 + 0,02 0,41 + 0,03 0,27 + 0,02
caractérisation des vésicules
controles (n=3) PG (n=3) acLDL (n=3) acLDL +PG(n=3) acLDL + U18666A(n=3)
protéines des vésicules (ug/1079 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 + 51 121 + 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
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Alors que le traitement par les acLDL entraine une diminution non significative de la
sécrétion des protéines des EV par rapport aux cellules contréles, la co-incubation acLDL + PG
induit une augmentation significative de leur sécrétion par rapport aux EV des cellules traitees

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 contrdles, 1’incubation avec
les acLDL+PG permet de la restaurer au méme niveau que celle des cellules controles ou
traitées avec le PG (résultats non présentés).

En paralléle des variations de sécrétion des protéines des EV, on remarque que le
nombre total d’EVs sécrétées par 10° cellules diminue aprés traitement par les acLDL (61 x
10%) ou le PG (78 x 10°) par rapport aux cellules contrdles, alors que la co-incubation acLDL +
PG restaure leur sécrétion au niveau de celle des cellules contrdles, 126 x 10°et 113 x 10°,

respectivement (voir Tableau 58).

De facon intéressante, le diamétre moyen des vésicules est assez similaire quel que soit
le traitement (de 129 a 146 nm) et compatible avec celui des exosomes. De plus, I’analyse de
la distribution de taille montre que 50% des EVs isolées par UF-UC ont un diamétre inférieur
a 132 nm quel que soit le traitement (voir Tableau 58).

L’ensemble de ces résultats suggére donc que I’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 uniqguement 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 aprés 48h de
sécretion. Comme précedemment, les résultats sont exprimés en unités arbitraires (AU) corrigés
par le standard interne et la quantité de protéines ou le nombre de cellules de 1’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. Apres 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 contrdles ou incubées avec le PG seul, tandis qu’il est
augmenté d’environ 7 fois pour la condition acLDL+U18666A par rapport aux cellules
contrdles. 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 contrdles ou incubées avec le PG seul, tandis qu’il n’augmente que de 10
fois pour la condition acLDL+U18666A par rapport aux cellules contrdles, en accord avec le

mécanisme d’action de cette amine hydrophobe (résultats non présentés).

Apres 48 h de sécrétion en milieu conditionné, le cholestérol libre intracellulaire a été
analysé (figure 98). On observe la persistance de 1’augmentation du cholestérol libre
intracellulaire, quoique non significative, pour les conditions acLDL et acLDL+ PG par rapport
aux cellules contrdles, alors que I’incubation avec le PG seul modifie peu son contenu par
rapport aux cellules controles comme déja observé (Delton-Vandenbroucke et al., 2007).
Seules les cellules traitées avec les acLDL et I’UI8666A maintiennent une quantité de
cholestérol libre significativement augmentée par rapport aux cellules contréles, mais aussi aux
autres conditions, alors que la proportion de cholestérol estérifié est toujours inférieure a 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 I’'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 contrdles ou incubées avec le PG
seul, suggérant que 1’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, I’incubation avec le PG seul ne modifie pas le contenu intracellulaire

en cholestérol estérifié par rapport aux cellules controles.
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Figure 98 : quantité de cholestérol cellulaire en AU/mg de protéines, moyenne +/- sem, contrdle 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 apres 48h de sécrétion a été analysé
(figure 99 A et B). Bien que les variations observees ne soient pas statistiquement significatives
entre les différentes conditions, on peut noter certaines différences qui pourraient étre
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
contréles 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 contréles (figure 99 A).

Ceci suggeére que la composition des EV en cholestérol libre ne dépend pas seulement de la
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guantité 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 fagon a évaluer ’effet des différentes conditions sur la quantité de cholestérol que
les cellules peuvent sécréter, la quantité de cholestérol libre associé aux EVs a été exprimee par
million de cellules RAW 264.7 (figure 99 B). Pour les conditions PG, acLDL+ U18 et acLDL
la quantité de cholestérol libre secrété par les cellules et associé aux EV diminue par rapport
aux cellules controles. Toutefois, la coincubation des acLDL avec le PG permet de restaurer la

diminution observée avec les acLDL seules.

Tous ces résultats suggérent que 1’incubation des macrophages avec le PG stimule la
sécrétion de cholestérol libre associé aux EV apres co-incubation avec les acLDL sans induire
d’enrichissement des EV en cholestérol libre. Ceci corréle 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 uniqguement avec des acLDL ou du PG.
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Figure 99 : A : quantité de cholestérol exosomal en AU/mg de protéines, moyenne +/- sem, controle n=6, PG n=3,
aLDL U18 n=3, acLDL n =6, acLDL PG n=3; B : gauntité de cholestérol en AU/million de cellules, moyenne +/- sem,
contrdle 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
(linytska, Jeziorek, et al., 2021; lInytska, Lai, et al., 2021) ont démontré que 24h d’incubation
avec du di oléate PG augmente sélectivement le contenu intracellulaire du BMP, en particulier
I’espéce di-oleate 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 apres 24h de stimulation (avant la mise a sécrétion), le di-oléate
BMP est augmenté 13 fois pour le groupe 30uM PG et 5 fois pour le groupe acLDL +PG par

rapport au groupe controle.

La quantification du contenu total et des espéces moléculaires du BMP aprés 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 espéces moléculaires n’est
observeée pour les cellules du groupe PG seul par rapport au groupe controle. Toutefois, I’espéce
majoritaire di-oléate BMP est toujours Iégeérement plus augmentée représentant respectivement,
48,5 % et 45,1% des especes du BMP dans les cellules du groupe PG par rapport au groupe
contrble. Ceci suggere qu’apres 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 contréles. On remarque une
modification dans les proportions relatives des différentes especes moléculaires, en particulier
une augmentation des espéces saturées : en moyenne 34% et 18% dans le groupe acLDL et
acLDL+PG respectivement, et la diminution des especes polyinsaturées : en moyenne 28% et
31% dans le groupe acLDL et acLDL+PG respectivement par rapport aux cellules contrdles ou
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 plut6t dues a
1I’apport lipidique via ces lipoprotéines comme le suggere 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 I’espéce majoritaire dans le groupe acLDL+PG (en moyenne 44%) alors qu’il ne

représente que 33% des espéces de BMP dans le groupe acLDL.

Enfin, I’incubation des cellules avec les acLDL+U18 augmente significativement le
contenu total et les espéces moléculaires de BMP par rapport aux cellules contrdles. Mais a la
différence de I’effet sélectif du di oléate PG sur I’augmentation du di oléate BMP, on remarque
que I’augmentation du BMP est liée a ’augmentation des espéces saturées, particulieérement au
di palmitate BMP qui représente en moyenne 37% des espéces de BMP alors qu’il ne représente
que 13% de celles des cellules contrdles, tandis que le di oleate BMP ne représente plus que
24% des especes. Ceci suggere que 1’augmentation du BMP induite par I’'U18666A est liée non
seulement a la surcharge en cholestérol induite par ’'U18666A comme déja observé par
Chevallier et al 2008 pour les cellules BHK, mais aussi a la perturbation du métabolisme
intraendosomal du BMP (Chevallier et al., 2008).
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Tableau 59 : Quantification des espéces moléculaires du BMP cellulaire en nmol/mg de prot, moyenne +/- sem, contréle 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)

BMP (Bis(monoacylglycéro)phosphate ) Cellules acLDL U18666A Cellules acLDL PG
: espéces moléculaires (nmol/mg de | Cellules controle (n=6) Cellules PG (n=3) Cellules acLDL (n=6)
protéines) (n=3) (n=3)
PP BMP C16:0,C16:0 0,85 1 0,37 0,59 1 0,21 6,95 1 2,10 4,89 1 1,45 5,03 t 4,25
PL BMP C16:0,C18:2n-6 0,01 1 0,006 0,009 1 0,001 0,11 * 0,01 0,03 1 0,009 0,05 t 0,04
LL BMP C18:2n-6,C18:2n-6 0,009 + 0,003 001 + 0,003 002 + 0,004 0,01 + 0,004 001 + 0,01
SS BMP (C18:0,C18:0 0,04 1 0,02 0,04 1 0,02 0,55 * 0,15 0,31 1 0,09 0,35 t 0,31
PO BMP €16:0,C18:1n-9 013 + 0,07 020 + 0,02 079 + 0,03 033 + 0,07 0,60 * 0,32
OLBMP C18:1n-9,C18:2n-6 0,43 1 0,23 0,34 1 0,09 1,59 1 0,06 0,71 1 0,19 1,24 i 0,89
00 BMP C18:1n-9,C18:1n-9 2,57 1 1,30 3,27 1 0,17 6,86 * 0,40 3,92 1 0,88 8,40 t 5,53
SO BMP C18:0,C18:1n-9 0,09 1 0,04 0,16 1 0,07 0,39 1 0,08 0,21 1 0,04 0,35 i 0,13
ODPA BMP| (C18:1n-9,C22:5n-3/6 0,15 1 0,10 0,13 1 0,03 0,64 * 0,04 0,31 1 0,09 0,47 t 0,35
OABMP €18:1n-9,C20:4n-6 007 003 008 0,03 093 0,9 032 0,09 058 t 048
OETA BMP C18:1n-9,C20:3n-6/9 0,35 1 0,14 0,60 1 0,11 1,09 * 0,11 0,46 1 0,10 0,95 t 0,65
OEE BMP €18:1n-9,C20:2n-6 043 = 0,5 063 004 063 0,06 046 t 0,10 079 t 044
OE BMP C18:1,C20:1n-9 0,17 1 0,08 0,24 1 0,03 0,25 * 0,02 0,18 1 0,03 0,56 t 0,38
OD BMP C18:1n-9,C22:6n-3 0,52 1 0,30 0,45 1 0,04 1,54 * 0,12 1,14 1 0,33 1,60 t 1,06
AD BMP C20:4n-6,C22:6n-3 0,0005 1 0,0002 0,002 1 0,0001 0,02 * 0,003 0,015 1 0,008 0,01 t 0,008
PaD BMP C16:1n-9,C22:6n-3 0,005 1 0,002 0,009 1 0,002 0,01 * 0,006 0,003 1 0,002 0,02 t 0,009
PD BMP C16:0,C22:6n-3 0,006 1 0,003 0,007 1 0,001 0,06 * 0,007 0,03 1 0,008 0,04 t 0,03
DD BMP €22:6n-3,C22:6n-3 0,004 + 0,002 0,004 + 0,001 002 + 0,002 0,012 * 0,003 0,02 + 0,01
di DPA BMP| €22:5n-3/6,(22:5n-3/6 0,000 1 0,000 0,000 1 0,000 0,005 * 0,002 0,003 1 0,001 0,005 t 0,004
Total BMP 58 + 2,80 679 * 0,65 2094 + 2,10 13,38 + 3,38 21,11+ 1491
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Figure 100 : Différences significatives des espéces moléculaires du BMP cellulaires analysées entre les différént traitement p<0.05, moyenne +/- sem , contréle 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 a nouveau que I’espéce di-oléate BMP dans les EV
sécrétées par les cellules contrdles ou apres 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 1’enrichissement en BMP des vésicules. Les cellules traitées avec le PG et
co-incubées ou non avec les acLDL sécrétent significativement plus de BMP que les cellules
contrdles. De plus, I’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
associe aux EV que les cellules contrdles, bien que de fagon non significative.

Pour évaluer plus précisément I’effet des différentes conditions sur la sécrétion de BMP
associe 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 a sécréter du BMP, bien que de facon non significative, par rapport aux cellules
contréles 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
contrbles ou aux cellules traitées avec les acLDL seules. Les acLDL seules ne font pas varier

la quantité de BMP sécrétée par million de cellules.
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Figure 101 : A : Quantité de di-oléate BMP exosomal en nmol/mg de protéines, moyenne +/- sem , contréle 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, contréle 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)
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Conclusion

Le but de cette étude était d’étudier le role 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 étre retenues et utiles pour de futures expériences.

La surcharge en cholestérol intracellulaire induite par 1’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 a des niveaux semblables aux cellules contréles. De plus,
I’enrichissement des vésicules en BMP pour les cellules incubées avec les acLDL+PG par
rapport aux cellules incubées avec les acLDL seules, suggére aussi un lien entre la composition
des EV et leur sécrétion. Ceci corréle aussi avec la stimulation de la sécrétion des EVs (en
nombre de vésicules et en protéines) observées aprés incubation des cellules avec les acLDL+
PG par rapport aux cellules traitées uniquement avec des acLDL ou du PG. Tous ces résultats
suggerent 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 sécrétent 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 déja 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 réle du BMP et du cholestérol dans la sécrétion

des exosomes. Ces hypothéses sont regroupées dans la partie discussion.
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PARTIE IV- CONCLUSION
GENERALE ET PERSPECTIVES
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Nos travaux ont permis d’apporter des informations sur les espeéces moléculaires du
BMP mais aussi d’autres lipides de cellules et vésicules extracellulaires sécrétées apres
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 contrdles, ou lors de
surcharges endolysosomales médicamenteuses (induites par 1’amiodarone ou la chloroquine),

génétiques (fibroblastes NPC) et pharmacologiques (surcharge réalisée via les acLDL).

Nous apportons grace a 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 étre démontrée par immunogold pour la premiere fois durant cette
these. Le role du BMP comme biomarqueur de perturbation endosomale a pu étre confirmé
dans 1’étude clinique sur des sujets traités par I’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 I’'U18666A pour mimer un phénotype NPC et de
I’amiodarone, ne sécretent pas plus d’exosomes que des cellules non traitées par I’amiodarone
(Piccoli et al., 2011). Les études ont éte réalisées avec des types cellulaires et des traitements
différents, suggérant que I’amiodarone n’a pas le méme effet en fonction du type cellulaire.
Nous montrons aussi qu’il est possible d’augmenter la quantit¢ 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 a 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 1’équipe de Judith Storch suggére aussi le role du BMP dans la
sortie du cholestérol via les exosomes (lInytska, Jeziorek, et al., 2021). En effet dans cette étude,
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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 étre une voie minoritaire (linytska, 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
notre. 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 1’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 linytska et al (IInytska, Jeziorek, et al., 2021; Strauss et
al., 2010). Au vu de ces résultats, il faut poursuivre 1’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’empécher 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, I’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 a une augmentation de la
sécrétion exosomale (lInytska, Jeziorek, et al., 2021), mais aussi via la stimulation de
I’autophagie (lInytska, Lai, et al., 2021). La protéine NPC 1 ne jouerait pas de rble dans le
mécanisme de sécrétion du cholestérol via les exosomes, en effet lors de 1’augmentation du
BMP intracellulaire via le PG dans des cellules NPC 2 déficientes, la concentration en
cholestérol des endo-lysosomes n’est pas modifiée (IInytska, Jeziorek, et al., 2021; McCauliff
et al., 2019). De plus, il serait nécessaire d’utiliser des cellules contenant de facon
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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I’augmentation du di-oléate BMP via le di-oléate PG. Il serait intéressant d’augmenter la
concentration d’autres espeéces moléculaires du BMP. Il est possible de I’augmenter en
enrichissant le milieu de culture avec du DHA et de la vitamine E (Bouvier et al., 2009).
L’insaturation jouant un role important dans la fusion membranaire, I’augmentation des especes
insaturées du BMP permettrait peut-étre 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-étre de faire varier la sécrétion de cholestérol exosomal.
En effet, lorsque la concentration en cholestérol cellulaire est normale, 1’augmentation du BMP
intracellulaire entraine une diminution de la secrétion 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 suggére 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 trés importante. 1l faudrait donc réaliser des études de cinétique de production
exosomale lors de surcharge en cholestérol dans différents modéles 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 (lInytska, Jeziorek, et al., 2021) ou des
composés régulant le métabolisme du BMP (lInytska, Lai, et al., 2021). En effet, si le BMP
permet d’augmenter la sécrétion du cholestérol via les exosomes, il permettrait peut-étre 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 modéles de NPC murins (lInytska,
Lai, et al., 2021). 1l serait intéressant d’utiliser des régimes riches en PG ou en BMP afin de
vérifier s’il est possible d’augmenter la quantit¢ de BMP dans I’organisme et ainsi, faire sortir
plus de cholestérol de 1’organisme. Il serait également possible de moduler les espéces

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 controles, 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 realiser des expériences sur ces différentes maladies pour voir
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si 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 degradation 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 réle dans
la sécrétion des exosomes (Trajkovic et al., 2008; Verderio et al., 2018). Ansi, I’inhibiteur de
la nSMase2 sphingomyélinase neutre GW4869 (Blanc & Vidal, 2018) est utilise pour bloquer
la sécrétion d’exosomes. Il est donc intéressant d’étudier la modulation de la concentration et
les especes 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 amyloide (Miranda et al., 2018; Miranda & Paolo, 2018). La protéine f amyloide est
un composant des plaques amyloides qui sont présentes lors de la maladie d’Alzheimer. Le
BMP pourrait étre utilisé comme marqueur extracellulaire de I’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 1’évolution de la maladie comme étudié récemment pour la maladie de

Parkinson (Fuji et al. 2015).

Bien que cette thése 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 derniére est dépendante du calcium et induite par
’utilisation de la cyclodextrine a faible dose. La cyclodextrine faciliterait la redistribution du
cholestérol intracellulaire, en particulier sa sortie du compartiment endo-lysosomal, puis sa
sécrétion des cellules, expliguant son potentiel thérapeutique dans le traitement de la NPC. Ce
mécanisme de sécrétion lysosomale dépendant du canal calcique MCOLNL1 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 I’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 a 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 étre 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 1’utilisation de
I’amiodarone (Rabia et al., 2020). Il faudrait poursuivre ces études en utilisant des traitements
impliquant d’autres CAD, par exemple la chloroquine (antimalarial), 1’amitriptyline
(antidépresseur), la gentamicine (antibiotique/antibactérien), le ketoconazole (antifongique), le
triparanol (inhibiteur de la synthése de cholestérol/statine) (Breiden & Sandhoff, 2019). Dans
un premier temps, des études pilotes (humaines) doivent étre réalisées pour vérifier si le BMP
peut étre 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 a différents stades de traitement. Une corrélation entre la concentration en BMP
et le degré de ’intoxication par les CAD pourrait ainsi étre observée, permettant d’adapter le
traitement en fonction de la gravité de I’intoxication, évitant ainsi des troubles plus sévéres ou

irréversibles.

Le BMP urinaire semble étre le reflet du BMP de I’organisme (Rabia et al., 2020). En
effet, lors de 1’étude pilote, nous avons pu analyser environ 20 espéces moléculaires de BMP
associe aux EV urinaires, alors qu’une seule est détectée lors de I’analyse du BMP dans les EV
sécrétées par les RAW264.7. 1l faut donc poursuivre I’analyse du BMP exosomal issu d’autres
types cellulaires, permettant peut-étre d’obtenir une signature « BMP exosomal » dépendante

du type cellulaire. L’augmentation spécifique de certaines especes moléculaires du BMP
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pourrait ainsi étre utilisée comme biomarqueur spécifique de souffrance d’un tissu en
particulier. Enfin, nous avons montré dans cette thése que le BMP est présent dans des EV
caractérisees 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). II faut poursuivre I’analyse du BMP exosomal dans d’autres types cellulaires ou
fluides biologiques (sang, liquide céphalorachidien) pour confirmer I’importance du BMP

comme marqueur lipidique des exosomes.

Un aspect important de 1’étude du BMP restant a explorer porte sur sa synthése et sa
dégradation. En effet a I’heure actuelle, la synthése du BMP n’est pas encore élucidée (Hullin-
Matsuda et al., 2009). En effet, les enzymes de sa synthese ne sont pas toute connues,
empéchant 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; linytska, Jeziorek, et al., 2021; linytska, 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 « jeline » cellulaire, permettant d’augmenter la concentration de

BMP par 1’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 I’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 synthése pour nous permettre de modifier

via génie génétique la concentration de BMP.

Il a déja été montré qu’un apport en DHA couplé a 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 espéces moléculaires du BMP permettant
ainsi d’améliorer les fonctions du BMP. En effet il semblerait que le di-DHA BMP jouerait le

role d’antioxydant contre les oxystérols (Arnal-Levron et al., 2019). De plus, 1’augmentation
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de I’insaturation aide a la fluidité membranaire et donc a la fusion des membranes. Subra et al
ont émis I’hypothése que le BMP jouerait un réle dans la sécrétion des exosomes grace a ses
propriétés fusogeniques (Subra et al., 2007). Le BMP aiderait a la fusion entre les MVB et la
membrane plasmique ce qui permettrait la secrétion des exosomes. Pour jouer son réle
fusogénique, le BMP doit étre en conformation sn-2 :sn-2’ (Carriere et al., 2020; Matsuo et al.,
2004). Cette isomérie n’est présente que dans des conditions acides (chapitrel5.4), c’est-a-dire
que le BMP doit étre présent au niveau du feuillet interne de la membrane des MVB, pour aider
a 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 espéces moléculaires du BMP riche en acide gras
polyinsaturés comme le di-DHA BMP. L’équipe a déja montré qu’il est possible d’enrichir
spécifiqguement 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 a la sécrétion des exosomes, on pourra observer une corrélation entre la modification des
espéces 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 tres claires. Le squelette
de glycérol du BMP a une tres 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 I’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 (Falguiéres et al., 2009;
Gruenberg, 2020; Luyet et al., 2008). Le BMP participe a 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 aprés la back fusion, permettrait aux enzymes
cytoplasmiques d’avoir accés au BMP et donc de le dégrader. La back fusion médiée par le
BMP est-elle due a 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 étre

réalisées pour mieux appréhender les mécanismes mis en jeu.

Lors de I’analyse du BMP en RP-HPLC, 3 isomeéres sont caractérises: sn-3:sn-3’, sn-
2:5n-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-
37, sn-3:3n-2’ se trouvent étre 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 1’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 apreés leur formation
(Falguieres et al., 2009). Le lumen des endo-lyosomes a un pH acide di a I’action de la
VATPase. Cette pompe a proton entraine la diminution du pH de 6,9 (endosome précoce)
jusqu’a 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 isomeres 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 I’hypothése 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 1’isomérie du BMP pour
permettre d’affirmer cette hypothése. Les travaux récents utilisant la pHIuorin 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 I’analyse du BMP en RP-HPLC, 3 isomeéres 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 étre 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 I’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 aprés leur formation
(Falguieres et al., 2009). Le lumen des endo-lyosomes a un pH acide di a I’action de la
VATPase. Cette pompe a proton entraine la diminution du pH de 6,9 (endosome précoce)

jusqu’a 4,6 (lysosomes) ( Bebelman et al., 2020;Verweij et al., 2018)

Enfin pour conclure ces travaux, terminons par le réle du BMP dans les infections
virales. De nombreux virus detournent la voie endosomale pour infecter leur hote. Les virus
comme Ebola, VSV et d’autres utilisent le BMP pour sortir de la voie endosomale, éviter leur
dégradation et ainsi infecter leur héte (Carpio & Villalain, 2020; Carriére 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 I’infection. De plus, le BMP participe aux flux lipidiques des endo-lyososomes et
plus particulierement 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 étre utiliser le BMP comme cible/outil thérapeutique.
Pour poursuivre cette partie sur le BMP et les virus, je propose la revue publiée par I’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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specifically enriched in the late endosome-lysosome compartment playing a crucial role for the fate of
endocytosed components. Due to its presence in extracellular fuids during diseases associated with
endolysosomal dysfunction, it is considered as a possible biomarker of disorders such as genetic lyso-
somal storage diseases and ctonic amphiphilic drug-induced phospholipidosis. However, there is no
true validation of this biomarker in human studies, nor a clear identification of the carmer of this
endolysosome-specific lipid in biofluids. The present study demonstrates that in absence of any sign of
renal failure, BME, especially all docosahexaenoyl containing spedes, are significantly increased in the
urine of patients treated with the antiarrhythmic drug amiodarone. Such urinary BMP increase could
reflect a generalized drug-induced perturbation of the endolysosome cmpartment as observed in vitro
with amiodarone-treated human macrophages. Noteworthy, BMP was assodated with extracellular
vesicles (EVs) isolated from human urines and extracellular medium of human embryonic kidney
HEK293 cells and co-localizing with classical BV protein markers CDGE3 and ALIX. In the cntext of drug-
induced endolysosomal dysfunction, increased BMP-rich BV release could be useful to remove excess of
undigested material. This first human pilot study not only reveals BMP 25 a uninary biomarker of
amiodarone-induced endolysosomal dysfunction, but also highlights its utility to prove the endosomal
origin of Vs, also named as exosomes. This peculiar lipid already known as a canonicl late endosome-

lysosome marker, may be thus considered as a new lipid marker of urinary exosomes.
& 2020 Elsevier B.V. and Société Francaise de Biochimie et Biologie Moléculaire (SFEEM L All rights
reserved.
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hexaenoyl BMP; CAD, cationic amphiphilic drug; ESCRT, endosomal sorting com-
plexes required for transport; [V, intraluminal vesicle; LEPA. lysobisphosphatidic
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ease; NASH, nonaleoholic steatohepatitis; MVE, multivesicular end osome.
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1. Introduction

Bisl monoacy lglycero)phosphate (BMP) is an intriguing poly-
glycerophospholipid due to its exclusive subcellular orzanelle
localization, its unusual lipid structure and the still unresolved
enzymatic steps of its de novo biosynthesis pathway [1-7). Itis also
known as lysobisphosphatidic acid (LEPA), a misleading terminol-
ogy for its structure of two monoacylglycerols linked through one

0300-9084 /& 2020 Elsevier B.V. and Société Fangaise de Biochimie et Biologie Mol&mulaire (SFBEM). All rights reserved.
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phosphate group [2,3]. BMP is found in most mammalian cells and
tissues [2]. It is specifically enriched in the late endosome/lyso-
some, also referred to as endolysosome, where it participates
actively in the trafficking of lipids and proteins passing through this
acidic compartment. BMP appears progressively during the matu-
ration of the endosome visualized by a multivesicular appearance
due to inward budding of the organelle limiting membrane towards
its lumen leading to the formation of intraluminal vesicles (ILVs).
Whereas it represents only 1% of the total phospholipids in most
mammalian tissues, BMP amounts to 15% of the phospholipids of
the late endosome and constituting up to 70% of their intemal
membrane phospholipids, including Vs [8]. BMP is a structural
isomer of phosphatidylglycerol (PG) and displays an unusual sn-1-
glycerophospho-sn-1"-glycerol configuration [9]. This unigue ster-
eoconfiguration renders BMP more stable in the acidic organelle
environment and resistant to phospholipase potentially explaining
its extended lifetime [10]. Several studies from our laboratory and
others have demonstrated the role of BMP in the dynamics of the
endolysosome membrane including its hijacking during pathogen
infection, in cholesterol transport and in sphingolipid degradation
[1,2,4,11—-14]. Interestingly, BMP and other anionic phospholipids
are necessary for RMA virus infection and replication as well as
bacterial taxin release as highlighted by the inhibitory effect of anti-
BMP antibodies or drug-induced modification of the acidic endo-
somal pH [4,15,16].

MNotewaorthy, the negative charge of BMP and its unsaturated
fatty acid enrichment actively drive ILV formation in endosomes
[4,7,17,1&]. IlVs are important for the fate of the endocytosed pro-
teins and lipids not only by mediating their transport to the lyso-
some for degradation, but also by being released as extracellular
vesicles (EVs) after fusion of the multivesicular endosomes (MVEs)
with the plasma membrane, The name EV refers to a heterogeneous
group of membrane vesicles of variable sizes either originated from
the endosome compartment often referred to as "exosomes” (about
50—120 nm in diameter) or from shedding of the plasma mem-
brane often referred to as “microvesicles” (about 50 nmto 1 wm and
even bigger in diameter) [19]. The precise role of BMP to control
exosome biogenesis and secretion is still unclear [4,20]. In addition,
contradictory results were published about the presence of BMP in
EVs with its absence [21 ], its low content [22 ] and its enfichment in
case of endolysosomal dysfunction [23 ). Such discrepancy could be
linked to the lack of sensitivity of the detection method used as well
as the varability of exosome secretion according to the cell type.
EVs are found in various biological fluids and involved in different
pathophysiological processes linked to the release of their protein,
lipid and nucleic acid content that can be used for intercellular
communication [19,24—26].

BMP increase in cells and tissues was reported in various disor-
ders such as cationic amphiphilic drugs (CAD)-induced phosphaoli-
pidosis and genetic lysosomal storage diseases (LSDs) associated
with endolysosomal dysfunction characterized by accumulation of
undigested material and secondary metabolites [27—31]. The CAD
txicity, a major concern in drug development, is linked to this build-
up of drug and undigested compounds inside the acidic endaolyso-
somal compartment visualized by the formation of vacuocles and
concentric multi-lamellar inclusions [32,33]. BMP and particularhy
the docosahexaenoic acid ((22:6n-3) containing species such as
diC22:6-BMP, was detected also in extracellular fluids (plasma,
urines.) during these disorders and thus, considered as a possible
biomarker to follow disease progression [24,35). However, most of
these studies were performed with animal models [36,37] and are
still requiring validation in humans as well as identification of the
BMP carrier in extracellular fluids. We hypothesized that BMP in
biological fluids could be associated with EVs and a valuable
biomarker of CAD-induced endolysosomal dysfunction in humans.

‘With this aim, we performed a first pilot human study with urines of
patients reated withamiodarone (Cordarone®), the most frequently
used antiarrhythmic drug and a reference compound among the
CADs. Amiodarone has a long elimination half-life, highly varable
among patients (35-110 days). It may require months to reach
steady state blood levels {about 0.7—3.7 uM | However, plasma levels
do not correlate well with efficacity or adverse effects. The onset of
action occurs within several hours after intravenous administration
(primarily given for emergency treatment of serous arrhythmias)
and requires 2—3 days after oral administration to outpatients.
Because it is a lipophilic drug, it accumulates extensively in the liver,
lung, fat, skin and other tissues (thyroid) [38—40]. Significant side
effacts due to tissue accumulation are observed even with low doses
of amiodarone (200—300 mg/day) during long-term oral therapy
and are not seen with short-term intravenous therapy (800—
1600 mg/day). It was estimated that the prevalence of side effects
can be as high as 15% in the first year and as high as 50% with long-
term therapy that can go up o several years. Appropriate follow-up
for liver injury or dysthyroidism (usually every 6 months) is essential
during long-term treatment @ evaluate the risk-benefit ratio.
Fortunately, most of amiodarone's side effects are reversible with
dose reduction or discontinuation of therapy. Thus, the build-up of
phospholipidosis seems a gradual event and the extent and time
course of drug trapping inside the late endosome/lysosome
compartment appears to vary among patients.

2. Materials and methods
2.1. Materials

Unless otherwise indicated, most reagents are from VWR
Chemicals. Solvents used for lipid analysis are HPLC grade or RPE.
Ammonium formate, amiodarone hydrochloride (A842) are from
Sigma Aldrich (Saint-Quentin Fallavier, France). Lipid standards are
from Avanti Polar Lipids {(Alabaster, Alabama, USA). The mouse
monoclonal antibodies, anti—CDE3 (Cluster of Differentiation (D63
or lamp3; sc-5275), anti-CD81 (CD81 or TAPA-1; sc-166 028), anti-
ALX (apoptosis linked gene 2 ALG2-interacting protein X; sc-
53540), anti-TSG101 (tumor susceptibility gene 101; sc-7964) are
from Santa Cruz Biotechnology (Heidelgerg, Germany). Mouse
monoclonal antibody anti-BMP (clone 6C4) is a gift from Dr T.
Kobayashi {Univ Strasbourg, France and RIKEN, Japan). Cell culture
reagents are from Gibco (ThermoFisher Scientific, [llkirch, France).
Macrophage colony-stimulating factor (M-CSF) was purchased
from Biolegend (London, UK) and phorbol ester PMA from Sigma.

22 Human subject study

Twenty-four ambulatory outpatients receiving oraltreatment of
amiodarone (=amiodarone group; average oral dose: 200 mg/day)
were recruited from the outpatient clinic of Endocrinology and
Cardiology of "Hospices Gvils de Lyon" (HCL). Among them, six
amiodarone-treated patients displayed amiodarone-induced dys-
thyroidism. As it is known that amiodarone can induce liver stea-
tosis [41], we recruited six outpatients from Endocrinology not
treated with amiodarone but suffering from nonalcoholic steato-
hepatitis (=NASH group) to evaluate the specific effect of hepatic
dysfunction on urinary BMP concentration for comparison. Twelve
healthy volunteers (=Control group) were recruited that matched
in age with amiodarone and NASH patients (see Table 1 for detailed
characteristics of subjects). The study was conducted in agreement
with the bioethics law Jarde based on the Biobank INSERM UMR
1060 CARMEMN_ministerial agreement MN°DC-2010-117 and in
accordance to the declaration of Helsinki principles. Written
informed consent was obtained from all control subjects and
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Table 1
Characteritics of the human subjects.
Control subjects Amiodarone patients MASH patients

number {n) 12 24 5]
age (years) Gl=2 =2 617
women men (n) 66 1014 33
Amipdarone: average treatment length (months); ol daily dose (mg) no 5 12; 200 mg nao
Cardiomyopathy (n) no 15 no
dysthyroidiam (n) no [ nao
hypothymidism (n) - 4 -
hyperthyroidism (n) - 2 -
Biolngical parameters
urinary creatinine { ol (L) 92+19 TAzD8 93+19
EMI (kgfm®) nd 71 39+3
plasma AST (LIIJL) nd 40 = 13° E:
plasma ALT {LIjL) nd 50 1 234 4311
plasma HbATc (%) nd 69=03° 76= 04
plizma HDOL cholesterol (g/L) nd 045 = U04° 034 = 005
plasma LOL cholesrerol (g/L) nd 097 = 00® 10202

Values are mean + sem for n = 12, control subjects; n =&, MASH patients; n = 24, amiodarone-treated patients except®, n =22:" n=20: % n=19and % n = 17. nd, not
determined. AST aspartate aminotransferaze; ALT, alanine aminotransferase; BMI, body mass index; HhAlc, glycated hemoglobin.

patients.

Second moming urines were collected and frozen immediately
at —80 *Cuntil analysis. The total urine volume was measured and
then, an aliquot was centrifuged 10 min at room temperature
(800:xg, Jouan Centrifuge (R 412, swinging rotor 11175338 ). The
supematant devoid of cells and mineral sediments was processed
for lipid extraction. In preliminary experiments, we showed that
there was no significant difference in the BMP content from whole
urines and urine supernatants, indicating that most of urinary BMP
is recovered in the soluble and not cellular fraction.

23 Animal study

Three month-old male Wistar rats were purchased from Janvier
5A( Le Genest- Saint-Isle, France) and housed in an air-conditioned
room with a controlled environment of 21 + 0.5 °C and 60—70%
humidity, under a 12 h light/dark cycle with free access to food and
water. All experimental procedures were performed in accordance
with the guidelines laid down by the French Ministry of Agriculture
(n"2013—118) and the European Union Council Directive for the
protection of animals used for scientific purposes of September
22nd, 2010 (2010/63UE). All animal experiments were performed
under the authorization DDPP-DSV n"69-266-0501 (INSA-Lyon,
November 2017). They were divided into 3 groups of 3 rats each
Amiodarone (Supplemental Fig. 51 A) was suspended in an aqueous
solution of 5% (wjv) glucose, 0.1% (v fv) Tween 80 and administered
daily for 8 days by oral gavage of a single dose of 50 mg/kg/day (AS0
group, n =3 )and 150 mg/kg ([day (A150 group, n = 3) as previously
used [2742]. The control group (n = 3) only received the agqueous
solution of 5% (w/v) glucose solution with 0.1% (v/v) Tween 80.
After the last gavage, rats were kept for 24 h in metabolic cages
(Charles River, U'Abresle, France) with no food but free access to
waier. The 24 h-urines were collected in sodium azide-containing
vials and the total volume recorded. At the end of the study, rats
were deeply anesthetized with sodium pentobarbital {180 mg/kg
ip), blood was drawn by direct intracardiac puncture and collected
on ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA) tubes. Plasma was
collected after centrifugation at room temperature (1600xg
10 min), aliquoted and stored at —80 *C until analysis. Aliquots of
the 24 h-urines were centrifuged 10 min at room temperature
(800 g, Jouan Centrifuge (R 4—12, swinging rotor 11175338 ) then
urine supernatants were stored at —80 “C until analysis. Livers were
weighted, washed in ice-cold phosphate buffered saline (PBS) and

cut in small pieces. Liver pieces were snap frozen in liquid nitrogen,
then crushed and stored at —80 *C until analysis. The clearance of
creatinine and BMP expressed in ml/min was calculated according
to the formula: ([Urine concentration pmol /ml or pmol/ml] x Urine
flow)f[Plasma concentration pmol/ml or pmol/ml] with urine flow
(ml/min) evaluated after collection of the 24 h-urines.

24 Cell culture

HEK293 human embryonic kidney cells (ATCC CRL-1573) were
grown in Dulbecco's modified Eagle's medium ( DMEM ) supple-
mented with 10% fetal bovine serum (FBS), 100U/ml penicillin and
100 pg/ml streptomycin in a 5% COz-humidified incubator at 37 °C
THP-1 human monocytic cells { ATCC TIB-202) were cultured in
RPMI 1640 supplemented with 10% FBS, 100U/ml penicillin and
100 pg/ml streptomycin in a 5% COy-humidified incubator at 37 *C
They were differentiated into macrophages by exposure m 50 ng/
ml phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) for 72 h [43 44],

Human buffy coats from healthy volunteers were purchased
with the ethics committee approval of the Red Cross Switzerland
(project P_103 to Rene Koffel). Primary human monocytes from
buffy coats were isolated as previously described [45] and differ-
entiated to macrophages in RPMI supplemented with 10% FBS and
1% penicillin—streptomycin with M-CSF (75 ng/mil) for 7 days.

25, Lipid extraction and mass spectrometty analysis

Lipid extraction was performed according to the Bligh and Dyer
method [46] in acidic conditions as previously described [68].
Briefly samples (urines 1.6 ml; urinary EVs 10 pl; plasma 1 ml; liver
powder 500 mg) containing 2 mM EDTA were extracted by a
mixture of chloroform/methanol (1:2 v:v) containing butylated
hydroxytoluene (BHT, 25 uM final) and internal standard diC14:0-
BMP (urines, 120 pmol; plasma, 240 pmol: liver, 600 pmol: EVs,
30 pmol). The samples were partitioned by addition of chloroform
and a solution of 25 mM HO, 154 mM NaCl. The lower chloroformic
phase was collected, then dried under nitrogen flux. This phos-
pholipid extract was reconstituted by methanol for analysis.

The identificadon of the molecular species of BMP such as the
diC22:6-BMP (Supplemental Fig. S1B) by mass spectromemry was
done according to Ref, [9,28] with modifications. The analysis was
performed by reverse-phase liguid chromatography-tandem mass
spectrometry (RPHPLC-MS/MS) using hybrid triple quadrupole
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He. 1 Amisdarone increases diC22:6- BMP in rat urine and modifies its remal dearance. Male ‘Wistar rats were treated or not with amisdamne (A50 and 4150, 50 and 150 mg/
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linear ion trap mass spectrometer SCiex 4500 QTRAP LC MS/MS
equipped with an HPLC systemn Shimadzu LC-30AD Nexera and a SIL-
I0AC. Samples (10 pl) were injected on an Acquity UPLC® BEH C18
column (Waters) equipped with a Vanguard™ precolumn Acquity
UPLCE BEH C18. The temperature of the column was maintained at
60 “C. Gradient chromatography to separate BMP from PG was
performed with a mixture of solvent B (methanol :acetonitrile: for-
mic acid 70:30:0.1, v fvjv, containing 5 mM ammonium formate) and

anqueous solvent A (water: formic acid 100:0.1, vfv, containing 5 mM
ammaonium formate) at a flow rate of 500 pl/min with acquisition
during 45 min. Data were acquired in multiple reaction monitoring
(MRM) with positive mode electrospray ionization (ESI). The pa-
rameters used for mass spectrometry of BMP are: DP depolarization
patential: 101V; CE collision energy: 41 V; Output potential of the
CXP collision cell: 10 V; Source temperature: 350 *C Ammonium
adducts of di C14:0-BMP and di C14:0-PC have similar precursor ion
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Fig. 2. Amiodarone increases BMP content in human urine. Lipid extracts of urine from contral subjects, amisdamne-treated patients and NASH patients were analyzed by LC-
MS/ME. diC22:6-BMP species (A) and total EMP (B) content is expresed in pmal comected to pmol of creatinine and is mean = sem of n = 12, control subjects (white hars); n= 24,
amicdamne-treated patients { black bars) and n = 6, MASH patients (without amiod arone treatment; grey bars). *p < 0005 of unpaired Smudent’s r-test compared to control subjects
and to NASH patients. C) Schematic representation of unsaturation degree of BMP molecular species with significant increase of polyunsaturated species after amiodamne
treatment content. Saturated species correspond to species with fatty acid without double bond, moncunsatuaed species to species with fatty acid containing one double bond
and polyunsaturated to species with fatty acid containing 2 or more double bonds. Valses are expressed as mole® and are mean of the data presented in Table 2. *p « 0U05 of

unpaired Student's -test compared to control subjects.

[M + NHig]" at mass to charge ratio mfz 6843 and produced
respectively, a monoacylglycerol MAG fragment (mjz 2853) and a
diacylglycerol DAG fragment (m/z 495.6) (Supplemental Fig. 51C). In
the extracted ion LC chromatograms, the triple peaks observed for
BMP are regicisomers with different acylation positions on the
glycerol moieties (successively: sn-2.2"; sn-2,3 or sn-3.2"; sn-3.3)
whereas PG shows a single peak that ex hibits a longer retention time
than BMP [9,28]. Integration of ion peak area was carried out by
Analyst 1.6 software. Lipid concentration was calculated by relating
the peak areaof each species tothe area of the intemal standard. Our
HPLC-MS/MS analysis allowed us to identify and quantify 20
different molecular species of BMP. The limit of detection per mo-
lecular species was about 0.3 or 1.0 pmaol/ml for urines and plasma,
respectively. BMP content in urines was adjusted to creatinine con-
centration for sample comparnson. Furthermore, the absence of
gender difference for urinary BMP secretion allowed us to pool the
data from men and women inside each group. Absence of gender

specificity of diC22:6-BMP levels in plasma and urine of healthy
subjects has already been reported [37].

26 Isolation of extracellular vesicles

Isolation of EVs from urines was done as described by Gheinani
et al. [47]. Urine was processed by successive centrifugations as
detailed in the summary chart (Supplemental Fig. 524, plain lines).
The final EV pellet (P5) was recovered in PBS and stored at —80 *C
until Western blot, lipid analysis and transmission electron micro-
scopy analysis. In a second set of experiments (Supplemental
Fig. 524, dotted lines), the 10 000 = g-pellet (P3) was resuspended
in 200 mg/ml dithiothreitol (DTT) 10 min at 37 °C to denature the
urinary uromodulin or Tamm-Horsfall protein that can lower the
final EV yield [48]. The resuspended pellet was processed by suc-
cessive centrifugations as described (Supplemental Fig. 52A, dotted
lines). The final EV pellet (P5_DTT) was stored at —80 °C until
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Table 2
Variation of BMP molecular species in urine of control, amisdarone-treated and MNASH patients.

BMP molecular species (prmolfumol creatinine) Cantral {n=12) Amiodarone (n= 24) MNASH (n= 6]
C16:0.0168:0 340 049 380 + 068 324 = 062
C8:1n-9,00:1n-9 0.06 =0.01 024 + 0,06 " 014 = 0,04 *
C16:0.018:1n-9 008 =001 034 009" 014 = 005
G181 n-9,018:1n-9 099 =019 449+ 1.18° 157 =051
C18:0,018:1n-9 027 £ 0.05 080 021" 049 = 0T =
C16:0,C18:2n-6 L2 = 0,004 0.13 = 004 * 0 = U
C18:2n-6018:2n-6 008 = 0.02 066 £ 022" 010 = 0,03
CE1n-9018:2n-6 054 =011 317 095" 075+ 028
C18:0.018:2n-6 0.05 =001 020 + 0,06 * 006 = 0.1
C18:2n-6,C22 6n-3 036 = 0.05 1.90 = 0.48 * 0 = 012
C18:1n-9,C22 :6n-3 1.05 £ 016 466+ 113" 1.66 = 050
C18:0,022:6n-3 10 = 0.02 031 £ 007" 017 = 0
C16:0,C20:4n-6 003 0.0 0.14 £ 003 * 005 = 0
C0:4n-6,02:6n-3 007 =001 043 + 010" 009 = 0,02
Q26n-3,022:6n-3 1.01 =04 423 113" 135 = 04
C16:0,22:6n-3 038 = 0.07 128 034 ° 050 =015
C18:1n-9,C30:4n-6 D& = 0.01 036 010" 007 = 02
C16:0,022:5n-3/6 00T = 0.004 0.05 = 001 * 003 =
C18:1 n-9,C20:3n-6/9 006 = 0.02 035+010" 009 = 003
C18:1n-9,00:2n-6 0.03 =001 0.15 = 0,04 005 = 0,02
EMP TOTAL 864102 2788 =613 1105 = 260
samirated (species molek) 417 =41 2223 +30 31950
monounsaturated (species molked) 15311 201 14" N0z148"
palyunzaturated (species mole®) 43034 571+31" 471 £ 38

Data analyzed by LC-MS/MS are expressed in pmol/ pmol creatinine and are mean = sem. *indicates significant difference with the control subjects by Student's --test p < 005,

Westemn blot and lipid analysis.

Isolation of EVs from conditioned medium of human
HEK293 cells was performed as described in Forterre et al. [49].
HEK293 cells were plated in 150 cm® flask (10° cells), grown to
about 70% confluence in complete medium (DMEM + 10% FBS).
Then, cells were incubated for 48 h in DMEM +10% EV-depleted
FBS. EV-depleted medium was prepared by ultracentrifugarion of
DMEM +20% FBS at 100 000xg for 18 h at 4 *C The resulting EV-
depleted supematant was filtered at 0.2 pm and diluted to 10%
with sterile DMEM. HEK293 -conditioned medium was centrifuged
for EV isolation at 4 °C as described above for urinary EV isolation
(Supplemental Fig. 524, plain lines). The EV pellet recovered in PBS
was stored at —80 °C until analysis.

27. Immunofluorescence

Primary human monocytes or human THP-1 cells were plated
on glass coverslips in RFMI 1640 supplemented with 10% FBS and
differentiated into macrophages as indicated above, They were not
treated (=control cells) or treated with 10 uM amindarone for 24 h.
At the end of the treatment, Lyso Tracker DNDS9 Red (Invitrogen
Molecular Probes, ThermoFisher Scientific, [llkirch, France) (67 nM)
was added in the medium for 30 min to label the acidic organelles.
Then, cells were fixed with 4% (w/v) paraformaldehyde for
15 min at room temperature and blocked in 1% (w/v) bovine serum
albumin BSA-PES for 30 min. They were incubated with primary
antibody: anti-BMP (6C4) 1/10 in 0.1% {wfv) saponin, 1% {w/v) BSA-
PBS for 2 h, then with secondary antibody labeled with Alexad88
(Jackson ImmunoResearch Labs, ThermoFisher Scientific, Hlkirch,
France)in 1% (w/v) BSA-PBS for 1 h at rmom temperature., They were
mounted in Prolong Gold antifade medium (Invitrogen Molecular
Probes P36935) and analyzed with a Zeiss LSM 880 confocal
scanning microscope  (objective Plan-Apochromat 63x(1.4 oil
DICM27 ).

28 Transmission electron microscopy (TEM)

Purified EVs from human urines or from conditioned medium of

human HEK293 cells were imaged by TEM after immunogold
staining as previously described [49,50]. Briefly, purified EVs (5 pl)
were ahsorbed on 200 mesh nickel grids coated with formvar-C for
2 min at RT. Immunogold labeling performed by flotation of grids
on drops of reaction media Non-specific labeling was blocked with
1% (wjv) BSA and 1% (v/v) normal goat serum in 50 mM Tris-HQ,
pH 74 for 10 min at RT. Primary antibody incubation was per-
formed for 1 h at RT in a wet chamber with mouse monoclonal
antibodies against BMP or CDE3 diluted 1/10 or 1/50, respectively
in 1% BSA, 50 mM Tris-HC, pH 74. Grids were successively washed
at RTwith 50 mM Tris-HCI, pH 7.4, and then pH 8 2, Then, they were
incubated in a wet chamber in 1% BSA, 50 mM Tris-HCL, pH 8.2 for
10 min at RT and labeled for 45min in a wet chamber with goat anti-
mouse lgG gold-conjugated (10 nm) (Tebu-Bio, Le Perray-en-
Yvelines, France) diluted 1/50 in 1% (w/v) BSA, 50 mM Tris-HQ,
pH 82. Grids were successively washed at RT with 50 mM Tris-
HCl pH 8.2, and pH 74.

For immune-double labeling after blocking nonspecific labeling
as above, grnds with EV suspensions were first incubated with
primary antibody against EV protein marker CDG3 (diluted 1/50),
then with secondary goat anti-mouse IgG antibody labeled with
5 nm gold particles (1/50) as described above. After blocking
nonspecific labeling as above, grids were incubated with mouse
primary antibody against BMP (diluted 1/10), then with 15 nm
gold-conjugated goat anti-mouse IgG antibody (1/50).

The immunocomplex was fixed with 2% (wjv) glutaraldehyde
for 2Zmin. Then grids with EV suspensions were colored with 2% (w]
v) phosphotungstic acid for 2 min and observed with TEM (Jeal
1400 JEM, Tokyo, Japan) equipped with a Gatan camera (Orius 600)
and Digital Micrograph Software, Gold particle was assigned to a
vesicle when lying within a distance of 20—40 nm from its limiting
membrane,

29 Westem Blot analysis

Western Blot analysis was performed as previously described
[14,49]. Proteins were electrophoresed on 11% SDS-PAGE gels and
transferred on FVDF membranes. Unspecific binding was blocked
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Fig. 3. Amipdarone increases the secretion of EMP-containing exiracellular vesi
cles into human urine. Extracellular vesicles (EVs) were purified from 50 mil urines of
contrel subjects (n = 3) and amiodarone-treated patients (n = 3) as described in
Material and Methods and recovered by 100 ul PES. A) The total protein content
(quantified by Bradford asay) of EVs and diC22:6-BMP content (analyzed by LC-MS/
M5 in the 200 x g-urine supematant and urinary EVs from amiodaone-treated pa-
tents (hlack hars) are expressed in fold increase of the contml subjects (white bars)
(mean = sm, n = 3] *p < 005 of unpaired Stsdent's r-test compared to control
subjects B) Equal volume of each purified EV coresponding to 2—5 pg of EV proteins
was analyzed by ‘Western blot with antibodies against classdcal EV protein markers
AUX, (D63 and TSG1M: EVs from three contmd subjects (lane 2 to 4) and three
amiodamne-treated patients (lane 5 to 7). Human embryonic kidney HEK293 cell
extract (lane 1) corresponding to 24 pg pmteins was used as positive standard.

with 5% (w/v) fat-free powdered milk in Tris-buffered saline con-
taining 0.03% (v/v) Tween 20 (TBST). Then, primary antibody was
incubated overnight at 4 *C in blocking buffer (4% (w/v) B5A in
TBST). Mouse monoclonal antibodies against ALDY, CD&1, CDE3 and
TSG101 were used at 1:5000, 1:2000, 1:500 and 1:2000 dilution,
respectively. They were detected with peroxidase-conjugated anti-
mouse IgG (Jackson ImmunoResearch Labs), revealed with ECL
system (Immaobilon Forte, MerckMillipore, Molsheim, France) and
observed with an Image Master VDS-CL bio-imaging system (GE
Healthcare Life Sciences_Amersham Biosciences, Little Chalfont,
England).

2.10. Biological and biochemical analyses

Creatinine was quantified in urine supematants and plasma
using the Multigent Creatinine kit (Enzymatic_ BEL242, Abbott) on
Architect® Analyzer (Abbott, Wiesbaden, Gemmany). Flasma
alanine aminotransferase (ALT) and aspartate aminotransferase

[AST) were analyzed by routine methods on Architect® Analyzer
(Wieshaden, Germany). Two different assays were used for protein
quantification with bovine sermaum albumin as standard: Bradford
Reagent (ref B6O16) from Sigma-Aldrich (MERCK/Germany) for
urine samples and urinary EVs; and Pierce™ BCA Protein assay kit
(ref 23 225) from Thermo Fisher Scientific {Massachusetts, USA ) for
cell samples.

211. Swmristical analysis

Unpaired two-tailed Student's t-test was used to determine
significant differences between patients versus controls, Significant
change was set at p < 0.05.

3. Results

3.1. Increase of di(22:6-BMP in the urine of amiodarone-treated
rats without any change in renal function

We first explored the link between urinary BMP and the renal
function using rats treated with amiodarone as previously reported
[51] and gquantified selectively the diC22:6-BMP species in liver,
urine and plasma. After & day-treatment with amiodarone, diC22:6-
BMP a major BMP molecular species of rat liver [52] was barely
increased in the liver of both amiodarone-treated groups compared
to the control group (Fig. 1A). However, amiodarone treatment
induced a dose-dependent increase of the hepatic transaminases
ASTand ALT in the plasma as well as of the liver weight compared to
the control group (Fig. 1A) suggesting that oral administration of
amiodarone induced a toxic dose-dependent hepatitis. DiC22:6-BMP
content displayed a two-fold and seventeen-fold increase, respec-
tively in the urine of rats treated with 50 and 150 mg/ke of amio-
darone compared to the control group (Fig. 1B). In addition, plasma
diC22:6-BMP levels showed a two to three-fold increase in both
amiodarone-treated groups compared to the control group (Fig, 1C)
sugzesting a systemic effect of amiodarone associated with phos-
pholipidosis as previously reported [51].

We then evaluated the renal function after amiodarone treat-
ment. The urinary creatinine concentration as well as the protein-
uria were not significantly changed in both amiodarone-treated
groups compared to the control group (Fig. 1C). In addition, the
creatinine clearance was not modified by amiodarone treatment
(Fiz. 1C), indicating that the renal function was maintained. Inter-
estingly whereas the diC22:6-BMP clearance was barely detectable
in the control group and the lower dose of amiodarone group, its
clearance increased in the higher dose of amiodarone group
reaching levels close to the creatinine clearance (Fig. 1C). These
results suggest that high dose or accumulation of amiodarone is
favoring the secretion of diC22:6-BMP into uring without apparent
maodification of the renal funcrion.

32 Specific increase of all the docosahexaenoyl BMP species in the
urine of amiodarone-treated patients

We then analyzed the BMP molecular species varnations in urine
of human patients treated with amiodarone, All the selected sub-
jects had urinary creatinine concentrations in the normal range
without statistically significant difference to the control subjects
(Table 1, Supplemental Fig. 53A)indicating a normal renal function.
A significant four fold-increase of the diC22:6-BMP species as well
as the total BEMP content was found in urine of amiodarone-treated
patients compared to the control subjects (Fiz. 2ZA). Interestingly,
detailed analysis of the BMP molecular species showed that all the
docosahexaenoyl species of BMP increased significantly in the
urine of amiodarone-treated patients compared to the controls
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Hg. 4. BMP co-localizes with exosome protein marker (D63 in EVs isolated from human urine: EVs purified from urine of control subject were analyzed by immunogold
electron microscopy with primary antibodies against the exosome protein marker CD63 (A, both panelks) or the endolysosomal lipid BMP (B, both panels), then with 10 nm gold-
conjugated secondary antibodies. Immunco-double labeling (C, both panels) was performed with CD63 (5 nm-conjugated secondary antibody) and BMP (15 nm gold-conjugated

secondary antibody). Scale bar, 100 nm (red values indicate the vesicle diameter in nm).

(Table 2). The docosahexaenoyl species represented about 33% of
the BMP molecular species of the controls and increased to 42% in
the amiodarone-treated patients. Besides this enrichment in un-
saturated species, diC16:0-BMP species was also present. Signifi-
cant amounts of diC16:0-BMP were previously reported in human
plasma [28]. Interestingly, diC16:0-BMP species represented
approximately 41% of the BMP molecular species of the control
subjects and decreased to 22% in the amiodarone-treated patients.
The schematic representation of the overall amiodarone-induced
increase of BMP polyunsaturation is displayed in Fig. 2B.

This observation led us to seek for a possible link with a tissue
origin of the amiodarone-induced dysfunction focusing on the well-
reported side effects of the drug on thyroid [40] as well as on liver
[41). We first compared the urinary BMP content of patients dis-
playing or not an amiodarone-induced dysthyroidism (see Table 1,
n=6and n = 18, respectively). DiC22:6-BMP species as well as total
BMP content were significantly increased in amiodarone-treated
patients regardless of their dysthyroidism compared to control
subjects (Supplemental Fig. S3B). These results suggest that the
urinary increase of BMP was not selecive for the amiodarone-
induced thyroid dysfunction. To evaluate the role of hepatic
dysfunction, we quantified BMP content in urine of NASH patients
not treated with amiodarone (see Table 1, n = 6). Both diC22:6-BMP
and the total BMP amounts displayed only a mild insignificant in-
crease in urine of NASH patients compared to control subjects
whereas they were significantly different between amiodarone-
treated patients and NASH patients (Fig. 2A). Furthermore, detailed

analysis of the BMP molecular species showed a significant increase
of BMP monounsaturated species in NASH patients compared to
control subjects whereas change in the BMP docosahexaenoyl spe-
cies was insignificant (Table 2 and Fig. 2A). These results indicate that
modification of hepatic function linked to a liver metabolic disorder
does not significantly increase diC22:6-BMP as well as total BMP
content in the urine. All these results suggest that amiodarone
reatment specifically increases diC22:6-BMP as well as all the
docosahexaenoyl species of BMP in human urine, results in good
agreement with previously reported results in rat including those
from our present rat study (Fig. 1).

33. Urinary extracellular vesicles contained the late endosome lipid
marker BMP

In order to characterize the carrier of BMP in urine, we purified
urinary EVs and analyzed their BMP content. In preliminary ex-
periments, we successfully isolated EVs from urine after successive
centrifugations coupled with 02 pm filtration and use of the
reducing agent DTT (see Supplemental Fig. S2A for purification
procedure). The last ultracentrifugation pellet (PS5 ) contains vesicles
characterized by Western blot analysis with antibodies against
classical EV protein markers (D63, (D81 and ALX (Supplemental
Fig. S2B) and by Zetasizer Nano analysis displaying an expected
size around 77 nm (data not shown). We also confirmed that DTT
treatment used to increase the EV yield did not modify BMP
detection by LC-MS/MS analysis (data not shown).
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Fig. 5. BMP co-ocalizes with expsome protein marker CD63 in EVs Eolated from
cond itoned medivm of HEK293 cells: EVs purified from the conditioned medium of
human embryonic kidney HEK293 cells were labeled with primary antibodies against
the exosome protein marker CDE3 (upper panel ] or with BMP (middle panel], then
with 10 nm gold-conjugated secondary antibodies. Co-labeling (lower panel) was
performed with CDE3 (5 nm-conjugated second ary antibody ) and BMP (15 nm gold-
conjugated secondary antibody). Scale bar, 100 nm (red values indicate the vesde
diameter in nm).

We then purified EVs from the urine (30 ml)of 3 control subjects
and 3 amiodarone-treated patients previously analyzed for their
BMP content (Fig. 2 and Table 2). Interestingly, amindarone treat-
ment induced a significant 2-fold increase of total EV proteins
released into the urine compared to control subjects (Fig. 3A).
Western blot analysis using antibodies against CD6E3, ALDX and
TSG101 detected these classical EV markers in the urinary EVs in
both types of samples and confirmed the increased release of EVs
after amiodarone treatment (Fig. 3B). Noteworthy, LC-MS/MS
analysis of the EV lipid extracts showed that diC22:6-BMP was
present in EVs with a 6-fold increase in amiodarone-treated pa-
tients compared to control subjects. Similar fold increase of
diC22:6-BMP was observed in the 200 x g-urine supernatants
(Fig. 3A). Despite the small number of samples and the quite large
variations berween them for statistically significant difference, we
observed a diDHA-BMP enrichment of EVs in amiodarone-treated
patients that displays an average of 2.7 pmolfug proteins
compared to 0.35 pmol /ug proteins in EVs of control subjects

To confirm the presence of BMP in urinary EVs, we performed
immuno-electron microscopy analysis. Fig. 4 shows that uninary
EVs were nanovesicles at the expected size between 50 and 120 nm
and contained the EV protein marker CD63 (Fig. 44) as well as the
late endosome lipid marker BMP (Fig. 4B). Furthermore, these
vesicles were co-labeled by BMP and CD&3 (Fig. 4C). Then, we used
human embryonic kidney 293 cells (HEK293 ) known to release EVs
in cultured medium as a model of renal cells [24,53). Interestingly,
immuno-electron microscopy analysis performed on vesicles pu-
rified from the conditioned medium of HEK293 cells showed
nanovesicles at the expected size for EVs and labeled with the EV
protein marker CD63 and BMP (Fig. 5). Furthermore, co-labeling for
BMP and CDE3 was seen in the same vesicles as observed previ-
ously with EVs from human urine. Similar results were observed
with EVsisolated from the conditioned medium of HEK293 treated
for 24hr with 10 uM Amiodarone (data not shown ). Therefore, our
results confirm that a substantial amount of BMP is associated with
EVs isolated from human urine as well as culture medium of human
embryonic kidney cells. Our co-labelling results as well as the
concomitant increase of Alix and CDE3 with BMP suggest an
endosomal origin of these EVs.

34 Amiodarone modifies the endolysosomal compartment of
human macrophages

To investigate a possible link between the amiodarone effect on
EV secretion and the endosomal compartment, we studied the drug
effect in human macrophages. This type of cells are known to be
enriched in BMP [7], to secrete EVs [54] and to be sensitive to
cationic drugs such as amiodarone [15,36]. Primary human
monocyes and cultured human monocytic THP-1 cells were
differentiated into macrophages and treated with 10 pM amiodar-
one for 24 h, In Fig. 64, fluorescent confocal microscopy analysis
showed that primary human macrophages treated with amiodar-
one (lower panels) displayed an enlargement of BMP-paositive and
Ly soTracker-positive structures, as compared to control cells (upper
panels). A similar size increase of BMP-positive and LysoTracker-
positive organelles was observed after incubation of human THP-
1 macrophages with amiodarone (Fig. 6B, lower panels). Interest-
ingly, amiodarone induced not only the enlargement of the acidic
organelles but also a change in their intracellular distribution from
a more juxtanuclear @ a peripheral distribution. These results
suggest that amiodarone interferes with the acidic endosomal
compartment and might thus impact EV formation.

4. Discussion

Here we demonstrated that the endolysosomal phospholipid
BMPis increased in the urine of amiodarone-treated patients and is
associated with endosome-derived EVs characterized as exosomes.
To our knowledge, this is the first human study that evaluated the
occurrence of BMP in the urine of amiodarone-treated patients and
analyzed its different molecular species. Qur LC-MSMS method
allowed us to identify 20 different molecular species of BMP.
Interestingly, all the docosahexaenoyl-containing species and
particularly the diC22:6-BMP were increased in the urine of
amiodarone-treated patients as observed also in urine and plasma
of amiodarone-treated rats. This di-polyunsaturated species ex-
hibits two advantages for quick and reliable detection, due to its
early elution time on C18 column before the bulk of the other lipid
species and its specific MAG fragment species. Thisis an important
criterion for considering di(22:6-BMP as a convenient biomarker of
drug-induced endolysosomal storage disorder.
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41. BMP, an urinary biomarker of amiodarone-induced
endolysosomal dysfunction in humans without renal dysfunction

Amiodarone is one of the reference compound among the CADs
inducing phospholipidosis charactenized by drug and lipid accu-
mulation in the endolysosome leading progressively to liver, kidney
or lung failure [41,51,55]. Previous studies in rodents identified BMP
and especially the diC22:6 BMP species as a potential biomarker of
phospholipidosis induced by various CADs such as amiodarone,
chloroquine or azithromycin [27,36,37,51]. In rat, urinary diC22:6

Lyso Tracker

merge

24hr. At the end of the treatment, they were incubated with Lys

primary antibody against the late endosomal lipid, BMP and M 8!
y. Bar = 10 um.

BMP was considered as a better predictor of CAD-induced phos
pholipidosis compared to other phospholipid species that are
increased in urine in case of nephrotoxicity [33). On the other side,
serum levels of diC22:6-BMP in rats displayed a higher comrelation
with a generalized phospholipidosis, especially in case of
amiodarone-induced liver necrosis [27). In mice, amiodarone
treatment increased the total BMP content in liver without signif
icant change of diC22:6-BMP, whereas this species as well as total
BMP were increased in plasma [56). In agreement with those
studies, we also found that diC22:6-BMP increased in both plasma
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and urine, but not in liver of amiodarone-treated rats, Nonalcoholic
farty liver is considered as a risk factor for drug-induced hepato-
toxicity [57]. However, our results with MASH patients suggest that
modification of hepatic function linked to metabaolic syndrome did
not significantly increase diC22:6-BMP nor total BMP content in the
human urine, This is consistent with recent results reporting un-
changed BMP concentration in the serum of MASH patients [56].
Owverall, urinary diC22:6-BMP appears useful to monitor the onset
and the progression of amiodarone-induced phospholipidosis in
rats before any nephrotoxicity or liver necrosis, From our present
human pilot study, this may be extrapolated to humans as the in-
crease of diC22:6-BMP in the urine of amiodarone-treated patients
was observed in absence of renal dysfunction while this increase
was not detected in the urine of NASH patients with hepatic
dysfunction and without amindarone treatment.

Since we did not have access to the blood of the amiodarone-
treated patients, we can only speculate on the possible link be-
tween the amiodarone-induced increase of BMP in the circulation
and in the urine. Presence of BMP in high density lipoproteins
(HDLs) was recently demonstrated in mice plasma [56]. In human
plasma, BMP was detected partly ( 40% of plasma BMP in control
subjects) or primarily (B0% in certain LSDs such as Gaucherdisease)
associated with lipoproteins (HDLs and very low density lipopro-
teins VLDLs) [28]. This suggests that BMP found in the circulation
may be released by macrophages and liver cells. As a lipophilic
cationic drug, amiodarone is sequestered after multiple cycles of
macroautophagy in the acidic organelles especially in macro-
phages possessing numerous endolysosomes [3258,59]. Our
in vitro observations that amiodarone modifies the endolysosomal
compartment of human primary macrophages suggest that the
BMP increase in urnne of amiodarone-treated patients could reflect
the drug-induced perturbation of this compartment involved in EV
biogenesis, Whatever the BMP carmrier in the blood (lipoproteins,
albumin or perhaps EVs), we know that filterability of molecules
through the glomerular capillary wall is mainly based on their size
and their electrical charges [60]. We can thus assume that in basal
conditions, circulating BMP should not be filtered through the
glomerular filtration barrier thus explaining the lower BMP renal
clearance compared to that of creatinine, observed in our control
rats. After amiodarone treatment and before any kidney damage,
BMP increase in the circulation would favor its renal secretion
explaining the increased BMP renal clearance noticed in our rat
study.

42 Amiodarone-induced increase of BMP-containing EVs in
human urine

Our human study shows for the first time that amiodarone
treatment increased the urnary release of EVs identified by the
canonical EV protein markers CD63, ALIX and TSG101 [61,62).
Noteworthy, part of BMP was associated with EVs in the urine.
Urinary EVs have recently gained increasing interest using them as
disease biomarkers, mainly in the context of kidney diseases
|47,63—66). They seemed released by all the epithelial cells lining
the urinary tract [64,67). Although presence of diC22:6-BMP in
urines was already reported in rodents [27,36,37,51], the carrier of
BMP hasz never been identified. EVs are reported in various hio-
logical fluids but they represent a heterogeneous group of mem-
brane vesicles of variable sizes (nano to micrometer of diameter)
and origins (from endosome or plasma membrane aorigin) [19].
However, this nomenclature was recently questioned since their
hiogenesis may differ according to cell type and common intra-
cellular mechanisms and sorting machineries are shared for the
formation of the different EV subpopulations [68]. assically, the
term “exosomes” refers to extracellular ILVs released after MVE

fusion with the plasma membrane. Whereas intensive research was
performed @ identify the various EV protein markers, less work
was done on their specific lipid analysis [69,70]. Based on the
specific endolysosomal localization of BMP and its absence in
plasma membrane, we can speculate that BMP could be used as a
new exosome lipid marker discriminating their endosomal origin
This will require further analysis in EVs isolated from various
extracellular biofluids. The role of BMP in EV biogenesis and
secretion was already suggested mainly due to its interaction with
the endosomal sorting complexes required for transport (ESCRT)-
associated protein ALIX [4,71] and its specific localization in ILVs
[8,72]. Furthermore, the amiodarone-induced enrichment of uri-
nary BMP with docosahexaenoyl species suggests that such poly-
unsaturation could participate in the BMP secretion. Phospholipids
with C22:6 render membrane more flexible and facilitate mem-
brane fission participating in the formation of vesicles [73,74]. The
BMP polyunsaturation coupled to its come-shape structure is
considered to be crucial for the dynamic of endolysosomal mem-
branes and the formation of Vs [18]. All these elements could
explain the increase of BMP docosahexaenoyl species in urinary
endosome-derived EVs of our study.

5. Conclusions

In summary, current knowledge on the unconventional lipid
BMP outlines its crucial intracellular role to control the trafficking
and degradation of proteins and lipids through the acidic endoly-
sosomal compartment. Its accumulation in cells and tissues
appeared as a cellular adaptation of the endosomal system to
compensate for the increase of undigested material during various
drug-induced and genetic LSDs such as Niemann Pick diseases,
neuronal cernid lipofuscinoses, mucopolysaccharidoses as well as
recently with atherogenic-inducing diet [56,75—78]. In addition,
BMP release in biological fluids suggested its importance as a
diagnostic biomarker of endolysosomal dysfunction during these
diseases [28,37,56,79). Our present work confirmed this role for the
first time in amiodarone-treated patient urines, Furthermore, the
increased release of BMP-containing exosomes in urines could
appear as an alternative to remove quickly excess of undigested
material before irreversible toxicity as it was recently suggested for
the clearance of toxic aggregates in neurodegzenerative diseases
[23]. Finally due to its ubiquitous distribution in most mammalian
cells and its selective subcellular localization in the endolysosome,
it can be speculated that BMP could be a specific lipid marker of
endosome-derived EVs. However, this will require further analysis
in EVs isolated from various extracellular biofluids. Thus, our pre-
sent data could have implications not only in the field of all the
disorders associated with endolysosomal dysfunction, but also in
the growing field of EV research
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Données supplémentaires :

Legends of supplemental figures Rabia

etal.

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 (BB’, af’ and aa’) 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 pumol
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.
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Viruses, induding the novel coronavirus SARS-CoV-2, redirect infected cell metabolism o their own
purposes, After binding to its receptor angiotensin-converting enzyme 2 (ACE2) on the cell surface, the
SARS-CoV-2 is taken up by receptor-mediated endocytosis ending in the addic endolysosomal
mpartment. The virus hijadks the endosomal machinery leading to fusion of viral and endosomal
membranes and release of the viral ENA into the cytosol. This mini-review specifically highlights the
membrane lipid organization of the endosomal system focusing on the unmooventional and late
endosomelysosome-specific phospholipid, bis{monoacylglycero)phosphate (BMP). BMP is enriched in
alveolar macophages of lung, one of the target tissue of SARS-CoV-2. This review details the BMP
structure, its unsaturated fatty acid composition and fusogenic properties that are essential for the highly
dynamic formation of the intraluminal vesicles inside the endosomes. Interestingly, BMP is necessary for
infection and replication of enveloped ENA virus such as SARS-CoV-1 and Dengue virus, We also
emphasize the role of BMP in lipid sorting and degradation, especially cholesterol transport in cooper-
ation with Niemann Pick type C proteins (NPC 1 and 2) and with some oxysterol-binding protein (OSBP -
related proteins (ORPs) as well as in sphingolipid degradation. Interestingly, numerous virus infection
required NFC1 as well as ORPs along the endocytic pathway. Furthermore, BMP content is increased
during pathological endosomal lipid accumulation in various lysosomal storage disorders. This is
particularly important knowing the high percentage of patients with metabolic disorders among the
SARS-CoV-2 infected patients presenting severe forms of COVID-19.
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1. Introduction

Coronaviruses are a group of enveloped, single-stranded posi-
tive genomic RMA viruses known to cause severe respiratory dis-
eases in human, such as Severe Acute Respiratory Syndrome
(SARS), Middle East Respiratory Syndrome (MERS) and the ongoing
coronavirus disease-19 (COVID-19) due to the SARS-CoV-2 [1]. In
order to treat and/or prevent the actual SARS-CoV-2 infection, a
better understanding of the molecular mechanism used by this
new virus is required. After binding to its receptor angiotensin-
converting enzyme 2 (ACEZ) found on the surface of cells lining
the respiratory tract and lung [2], the virus is taken up by clathrin-
mediated endocytosis ((ME) and transported to the acidic endo-
lysosomal compartment. The virus hijacks the endosomal ma-
chinery leading to fusion of viral and endosomal membranes and
release of viral factors into the cytosol to infect the targeted cells.
Moteworthy, viral proteins mediating this fusion usually require a
specific lipid composition of the host cell membrane [3,4]. In fact,
the vins is exploiting the different lipid composition of the various
host cell organelles it travels through to control the intracellular
location of its fusion process and thus, where its RNA will be
released, These interactions between the virus and the host cell
lipids can become useful therapeutic targets.

Using various viruses like the vesicular stomatitis virus (VSV) as
tool has been fruitful and informative to better understand the
successive steps of the endocytic pathway and the dynamic
membrane traffic occuring from the early endosome to the late
endosome|lysosome (LE/Lys) [5—9]. In addition, the host cell lipids
are not distnibuted equally among the orzanelles. Sphingolipids and
cholesterol display a gradual distribution with the highest con-
centration in the plasma membrane and the lowest concentration
in the endoplasmic reticulum (ER) [10]. Furthermore, lipids form
specific membrane domains in the plasma membrane (PM) as well
as in organelle membranes. Sphingolipid- and cholesterol-enriched
domains known as lipid rafts, are found on the outer leaflet of the
PM and on the luminal side of the endosome [11—14]. At the PM,
these lipid domains in association with proteins play an essential
mle to form signaling platforms and to drive their subsequent
intermalization through the endosomal system [15]. In parallel to
the sphingolipid- and cholesterol-enriched domains, different
polyphosphoinositides enriched in the inner leaflet of the PM and
in endosomes play important roles in various stages of endocytosis
[9,16]. Another key anionic glycerophospholipid bis{ monoacylgly-
cero)phosphate (BMP), also named as lysohisphosphatidic acid
(LBPA) is found specifically enriched in the intemal membranes of
the acidic LE(Lys compartment [ 15,17 ]. Interesting by, BMP and other
anionic phospholipids are necessary for infection and replication of
emveloped RMA virus such as SARS-CoV-1 and Dengue virus
[4,18,19].

While the involvement of BMP as a key player of the anti-viral
effect of chloroquine and derivatives is discussed by Carriere et al.
in this special issue [ 20], this review will focus on the role of EMPin
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lipid sorting and degradation along the endocytic pathway poten-
tially affecting virus infection, A specific focus is put on the effect of
BMP on cholesterol transport regulated by MNiemann Pick type C
proteins {NPC 1 and 2) and some oxysterol-binding protein (0SBP )-
related proteins (ORPs). This unusual endosomal phospholipid is
crucial to maintain endosomal lipid storage capacity and trafficking
as well as the fine-tuning of cholesternl domains at the PM known
to control receptor signaling and cholesterol efflux [21—-23]. Inter-
estingly, the impaortance of the host cholesterol pools in viral fusion
and replication was recently pointed out [24,25]. Since genetic
NPC1 defect or drug (U18666A)-induced endosomal cholesterol
accumulation were shown to inhibit Ebola virus and VSV infection
[5,26], this review will provide some useful clues for the develop-
ment of drugs against COVID- 19, especial by in the context of the fast
drug repurposing occuring recently [25,27,28].

2. Bis{monoacylglycerojphosphate, an unusual
endolysosomal phospholipid to control the fate of
endocytosed compounds

BMP is specifically enriched in the LE [Lys compartment where it
controls in particular the fate of sphingolipids and cholesterol. In
fact, the late endosome is a strategic sorting station for various
materials (including viruses) arriving from the endocytic, biosyn-
thetic and autophagic pathways as well as outgoing to the lysosome
for degradation, the Golgi complex, the ER or the PM. By controlling
the reutilization or the degradation of endocytosed components,
the LE/Lys compartment is important to inform the cell of its
metabolic status,

2.1. Structure, biosynthesis and metabolism of BMP

BMP is a structural isomer of phosphatidylglycerol (PG) where
in contrast to PG, the two acyl chains ( often identical) are not linked
to the same glycerol (Fiz. 1). It is considered as an unusual poly-
ghycerophospholipid due to the sn-1 position of the phosphate
moiety on the glycernl backbone found exclusively in the Archaea
domain whereas it is linked to the sn-3 position in all the glycer-
ophospholipids of Eukarya and Bacteria domains [22,29] The exact
position of the acyl chains on the glycerol moieties has been a
matter of debate, However it seems that the native BMP in vivo is
sn-2, sn-2' acylated compared to the thermodynamically more
stable sn-3, sn-3' acylated BMP that could be formed in vitro during
the purfication procedure [30—32). Furthermare, sn-2, sn-2 acyl-
ated BMP and not the sn-3, sn-3' acylated EMP is able to form
multivesicular liposomes in vitro in a pH-dependent manner [33)].
The other polyvglycerophospholipids, PG and cardiolipin { (L), were
shown as exogenous sources in vivo [22]. In addition, PG and not (L,
was identified as the primary precursor of the de novo biosynthesis
of BMP in CHO cells mutated for the PG phosphate synthase [34]. It
was proposed that the stereoconversion of PG to EMP requires
complex successive rmeactions imvolving transacylases and
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Dictyostelium discoideum [55,56]. It is not detected in lower Eu-
karyates such as yeast, but the improvement of recent analytical
methods could be very useful to detect subminimal levels. Most
human and animal cells or tissues contain relatively low amounts
of BMF, not exceeding 1—2% of their total phospholipids. In the LEf
Lys compartment, BMP amounts to 15% of the phospholipids and
constitutes up to 70% of their intermal membrane phospholipids,
including ILVs [ 17]. In both humans and animal models, BMP was
shown to dramatically increase in cationic amphiphilic drugs
(CAD)-induced phospholipidosis and in inherited lysosomal stor-
age disorders (LSD) characterized by accumulated materials in LE|
Lys due to alteration of degradative pathways [57,58]. During
these disorders, increasing BMP levels were detected also in
extracellular biofluids (plasma, urines..) particularly docosahexa-
enoic acid (C22:6n-3) containing species such as diC22:6-BMP.
Thus, BMP is considered as a possible biomarker to follow disease
progression | 39,60]). We recently showed that BMP was increased
in the urines of amiodarone-treated patients, a CAD antiar-
rhythmic drug, and was associated with extracellular vesicles
(EVs) characterized as exosomes [49]. EVs form a heterogeneous
group of membrane vesicles of variable sizes: “exosomes” of about
50—120 nm in diameter, onginated from the ILVs after fusion of
the multivesicular endosomes (MVEs) with the PM or “micro-
vesicles” of about 50 nm to 1 pm in diameter, obtained from
shedding of the PM [50]. Presence of BMP in EVs seems to vary

0/\/\0’ "“0/\|/\0H according to the cell type or the endolysosomal dysfunction. Due

to its ubiquitous distribution in most mammalian cells and its
,& O 8] OH selective localization in the endolysosome, we speculated that
R o} \f BMP could be a specific lipid signature of endosome-derived EVs

Phosphatidylglycerol (PG)

Fig. 1. Structure of bis{monsacylglycero)phosphate BMP and its structural somer
phosphatdylglycer] PG EMP exhibits an unusual m-1, sn-17 stereocon figuration
based on the position of the phosp hate on each glycenl moiety, different from the sn-
3, -1 configuration of its precursor PG In native BMP, the acd chains B and R' are
esterified on the -2, sn-2 positions whereas in PG, they are in sn-1 and sn-2 of the
same glyceml molacule.

phospholipases [35,36]. BMP appears progressively during the
maturation of the endosome visualized by a multivesicular
appearance due to imward budding of the organelle limiting
membrane towards its lumen leading to the formation of intra-
luminal vesicles (IIVs) (Fig. 2). The location of its hiosynthesis was
postulated to occur in the LE/Lys compartment [37,38]. However, it
was also suggested that crosstalk through membrane contact sites
(MCS) might be required for its de nove synthesis between LE [Lys
and mitochondria - ER where PG and lysoPG are synthetized [39].
Due to its sterenconfizuration, BMP is resistant to the phospholi-
pase activity present in the lysosome explaining its extended life-
time [40]. Howewver, acyl chain turnover was demonstrated
comparable to other phospholipids [41). Phospholipase activities
able to metabolize BMP have been described depending on the
acidic environment and substrate presentation [42,43], including a
pancreatic-lipase related protein 2 (PLRP2) also found in lysosome
[44,45] and recently the monoacylglycerol hydrolase «/f hydrolase
domain-containing & ABHDG [46,47).

22, Localization and tissue distribution of BMP

BMP is found in most mammalian cells and tissues, It was also
found in some strains of alkalophilic bacteria and in the amoeba

240

in human urines | 49]. However, this will require more analysis of
EVs isolated from other extracellular biofluids. Furthermore, the
precise role of BMP to control exosome biogenesis and secretion is
still unclear but could be linked to its biophysical properties as
detailed below,

2.3. Dynamics of IlVs and BMP membrane domains

In most cell types, BMP is charactenzed by a high proportion of
unsaturated fatty acids, such as oleic acid. Also polyunsaturated fatty
acids, such as docosahexaenoic acid, are enriched in BMP of rat
uterine stromal cells, macrophages, liverand brain[ 31,41,47,61—-64].
The BMP polyunsaturation coupled to its cone-shape structure and
its negative charge are crucial for the dynamic of endolysosomal
membranes, favoring membrane invagination and the formation of
ILVs. This fusion process depends also on the interaction of BMP with
the endosomal sorting complexes required for transport (ESCRT)-
associated protein ALIX via the exposed loop at its N-terminus
exhibiting a BRO1 domain, Moreover, ALIX wvia its C-terminal
proline-rich region binds the ESCRT-1 subunit protein, TSG101 [65].
Both proteins AUX and TSG 101 are also found in exosomes and play a
role in EV biogenesis [50]. The role of BMP in EV biogenesis and
secretion is thus suggested not only due toits biophysical properties
[33] but also to its interaction with ALIX and its specific localization
in ILVs. In addition to its role in cholesterol transport (developed
below), negatively-charged BMP is considered as a stimulator of
sphingolipid degradative enzymes directly for the acd sphingo-
myelinase or acid ceramidase, or indirectly by increasing the effi-
ciency of their cofactors saposins [40,66]. Change in the fatty acid
compositionor content of BMP will alter the metabolic activity in the
endolysosome compartment. Recent studies have highlighted the
role of BMP for the maintenance of metabolic homeostasis and the
importance of its physiclogical regulation. Fasting stimulates lyso-
somal bingenesis and BMP content [62] whereas high fat diet in-
creases hepatic and circulating BMP concentrations [47]. All these
active membrane exchanges and trafficking can be hijacked by
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extracellular vesiches EV
[viral rransmission

frex cholesieral

Fig. 2. Schema of the endocytic pathway involving the endolysesomal lipid BMP and putative relation to SARS-CoV-2 infection steps. (1) binding step: 5ARS-CoV-2 binds
through its spike § protein to its rece ptor ang eten s n-converting enzyme 2 ( ACE2 ) located in lipid rafis on the host cell plasma membrane. (2) internalization step: then SARS-Col-
2 is internalized by clathrin-mediated endocytods (CME) and undergoes intracelinlar trafficking th the end attoway: (3) from early endosome and multivesicular
endosome to (4) late endosome lysosome. The mme endocytic moute is wsed by low density lipoproteins (LDL) for cholesterd entry into mammalian cells after binding to the LDL
recepior. The virus unceating and fusion step are strongly dependent of the acidic pH of the endolysesomal compartment enriched in EMP (green conical cylinder): enzymatic
cleavage by cathepsin L is crucial for subsequent releaw of the viral BNA genome (5) into the host cytosol (6) Newly made viral § protein and other membrane proteins enter the
secretory pathway via the endoplasmic reticulum (ER) whereas viral RNA genome and nmucleecapsd protein are assembled to form the previral particles into the lumen of the
ERGIC (ER-Golgi intermediate compartment). (7) Then, matured viruses are released via transport from the trans-Golgi (TGN ) network to the cell surface. (8) Virus factors can also
hijack the extracellular wesice EV ath to exit infected cells [48]. Recently. BMP (green conical cyinder) was considered as a new lipid signahure of en dosomse-
derived EVs characterized by the EV protein markers ESCRT protein TSG101, associated protein Alix, and the tetraspanins (D63 and CDE1 [49,50]. The cholesterd transfer be-
tween MPC2 and membrane vesicles including between inner membranes of the LELys compartment is Gvored by BM P |51]. This oocurs thmugh the direct interaction of BMP with
adomain of NPC2 [52]. This region is also involved in the interaction between the soluble intmendelysosomal MPC2 and the transmembrane protein MPC1 in the limiting membrane
of the LE/Lys. This highlights the importance of BMP in NFC2-dependent cholesterol binding at inner membranes of LE/Lys and in NFC2-dependent cholesteral transfer to the M-
terminal domain of MPCL NPC1 has been proposed to be i nvobved in infectivity of SARS-CoV-2 [25] ORPIL as well as O5BF are reguired at the replication arganelle for viral infection
by regulating cholesterol homedstasis [53.54). We can speculate that ORP11, by interacting with both BMF and chaesternd into late endosome, would be implicated in virus

infection.

viruses,
24. Hijacking of ILVs and EVs by viruses and role of BMP

During VSV infection, the release of viral RNA in the cytosol
depends of BMP [6], Alix [2], and other ESCRT proteins through a
mechanism of back-fusion, i.e upon fusion of the ILV membrane
with the limiting membrane of the LE [9]. First, the viral envelope
undergoes fusion with the ILV membrane or directly with the LE
membrane [5). It is not known yet if SARS-CoV-2 is using a similar
pathway for cell infection and the role of BMP in this context
(Fig. 2).In addition, some viruses and viral particles can be released
in exosomes. Interestingly in parallel to the classical exosome for-
mation, ceramide produced after hydrolysis of sphingomyelin by
neutral sphingomelinase was shown to favor formation of exo-
somes containing cholesterol [67]. By hijacking the EV secretony
pathway, the viruses can, not only exit infected cells, but EVs can
also play a role in immune response by spreading viral and host cell
components [48]( Fig. 2). The importance of this pathway for SARS-
CoV-2 infection is not known vet as well as the role of BMP. Tar-
geting the endolysosomal function that can be hijacked by the
SARS-CoV-2 and particularly using drugs modifying transient ly this
compartment enriched in BMP has started to be evaluated [25]. But
we have to keep in mind that targeting such important intracellular

trafficking could have deleterious effects on lipid metabolism. This
is particularly important knowing the high percentage of patients
with metabolic disorders among the SARS-CoV-2 infected patients
presenting severe forms of COVID-19 [68).

3. Bis{monoacylglycerojphosphate and cholesterol
homeostasis

Cholesterol is a dynamic lipid that moves quickly between
membranes of cell organelles. Cells have developed complex
pathways to maintain cholesterol homeostasis, including vesicular
and non-vesicular processes, Chaolesterol traffic and distribution
inside cells are mainly maintained by non-vesicular mechanisms
[69]. Several families of proteins function as sterol transporters to
maintain cholesterol homeostasis [70].

3.1. Cholesterol transporter proteins: focus on NPC and ORP

Among all cholesterol transport proteins, Niemann-Pick C1
and C2 proteins (NPC1, NPC2) cooperate to regulate the egress of
low-density lipoprotein (LDL)-derived cholesterol out of late
endosomes [52]. Other proteins like STARD3 (StAR related lipid
transfer domain containing 3) [71], ORPs (OSPB (Oxysterol
Binding proteins }-Related Proteins) [72] and Aster protein [73]
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transport  cholesterol between LE, PM,
mitochondria,

Exit of LDL-derived cholesterol from LE/Lys requires acooperation
between NPC1 and NP2, NPC1 is a multi-spanning transmembrane
(TM) protein located in the limitingmembraneofLE Lys and NPC2isa
globular protein present in the lumen of LE/Lys. NPC1 presents 13 TM
segments among which TMs 3—7 constitute the sterol-sensing
domain (S50, and 3 luminal domains: A also called the M-terminal
domain { NTD), C and L Both NTD and 550 domains bind cholesterol
[51,74]. Based on mutagenesis, model membranes and atomistic
simuladons, a prevailing model of cholesterol transfer is currently
proposed: cholesterol-camrying NPC2 would be recruited to the
domainCofNPC1 and would deliverthe bound cholesterol to the NTD
through a “hydrophobic hand-off” mechamism [74,75] (Fg. 2
Another functional domain of NPC1 required for cholesterol export
has been identified in the S5D as a high affinity binding site for
LNBBREA [ 76], acationic amphiphile compound that stronghy inhibits
LDL-derived cholesterol exit from lysosomes therehy inducing NPC
phenotype [77] (Fig. 3A). Mutations in either NPC1 or NPC2 result in
abnormal lipid storage, essentially cholesterol in LE/Lys, a cellular
hallmark of Niemann-Pick C disease,

Oxysterol-Binding Protein ( 0SBP) and their associated proteins
(ORP) constitute a family of lipid binding/transfer proteins in eu-
karyotes [85—87]. In mammals, 12 Oshpl genes encode proteins of
this family and variants of different sizes increase the final number
of proteins to 16,

ORP proteins are mainly cytosolic proteins. However, most of
them are associated with the membrane of an organelle. They are
located ar MCS implicating ER with other organelle limiting
membrane, thanks to FFAT domain that binds the ER-resident
vesicle-associated membrane protein (VAMP)-associated protein
(VAFP) [88,89). ORPs are characterized by a unique binding domain
to sterols (cholesterol as well as oxysterols), but also glycer-
ophospholipids, particularly phosphatidylserine [90,91] and phos-
phatidylinositol-4-phosphate (PI4P) [78,92,93).

OSBP, the first oxysterol binding protein descnbed, exchanges
cholesterol with PI4P berween ER and Golgi apparatus, by forming
MCS and tethering ER to trans Golgi (TGN) membranes [78,79]. This
phenomenon described as the OSEP cycle contributes to the

ER, Golgi and

U18666A B

ITZ

LE/Lys

JDL BMP

Chelesteral Ester
Free cholesteral
‘ PI4P

o) OSBRORP

TTP-8357

2T
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maintenance of a cholesterol gradient among secretory organelle
membranes,

In the context of this review, endosomes have abundant con-
tacts with ER, and some members of the ORP families are involved
in these membrane contact sites, favoring cholesterol transport
between those organelles [94,95]. Among them, ORPIL, ORPS and
ORPG, that are localized to LE membrane, mediate cholesterol
transfer from LE to ER at M(S [82—84] (Fiz. 3B).

3.2, BMFP modulation of NPC and ORP activities

Several lines of evidence have established that BMP is required
for an efficient cholesterol transport function of NPC proteins. The
potential relationships between BMP and NPC proteins initially
emerged from studies showing that BMP accumulates in liver and
spleen of NPC patients and in MPC mice models [ 16,22]. A functional
mole of BMP in NPC-associated cholesterol defect has been first
proposed by Kobayashi et al. [96], showing that internalization of
anti-BMP antibody induced NPC phenotype in cultured BHK cells.
Srudies from Gruenberg team have further shown that increase of
intracellular BMP, either by addition of exogenous BMP or drug-
induced, reduced cholesterol storage disorder in fibroblasts of
NPC patients and in liver of npcl™/~ mice [97,98]. In addition,
treatment with U18666A that induced NPC phenotype was asso-
ciated with an intracellular increase of BMP [97]. The authors
therefore raised the hypothesis that BMP becomes limiting in the
NPC disease upon excessive cholesternl owverload. Whereas
Gruenbergs studies have highlighted a functional crosstalk be-
tween BMP and MPC 1/2 proteins, it has been demonstrated that
BMP regulates cholesterol transport through direct interaction with
NPC2, independent of NPC1 [52]. Biochemical, structural and
atomic scale studies demonstrated that BMP stimulated the extent
and rate of cholesterol transfer by NFC2 through direct interaction
at the hydrophobic knob domain on the surface of NPC2 [52,99].
Interestingly, this region is also involved in the direct interaction
between the soluble protein NPC2 in the lumen and the trans-
membrane protein NPC1 in the limiting membrane of the LELys
and thus, suggests its role in the subsequent cholesternl *hand-off”
mechanism [74]. This also highlights the importance of BMP not

= b R I N FR

,

& Golgi HE XN BE

PI4P

OSBP ORP5/ORPIL/ORPG

Fie. 3. Schematic imtracellular lipid flows regulated by sterol transfer proteins and their inhibitors (indicated in red): &) cholesterol effiee from LE[Lys: the cationic
amphiphilic drug 86664 binds to NPC1 and inhibits the LDL-derived cholesterol exit from lysosomes thereby inducing NPC phenatype [76.77]. BMP ( green conical oylinder)
fawors the acid hydrolysis of LDL-derived cholesteral ester [22] and stimulates the e of cholesterol transfer by NPC2 | 52,51]. B) Cholesternl transfer at MCS between ER and Golgi/
LE. OSEP exchanges cholestera with PHP between ER and trans Golgi (TGN) membranes [78.79). ltaconazole (1TZ) and OSW-1 interact with OSBP and ORP4 disrupting OSEP lipid-
sharttling function [B0]. TTP-8307 inhibits directly the OSBP-dependent activities [81). ORP1L ORPS and ORP &, localized to LE membrane, mediate cholester transfer from LE to ER
|82—84] and could be implicated in vines replication [54].
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only in cholesterol binding by NPC2 at the inner membranes of LE|
Lys, but also in NPC2-dependent cholesterol transfer to the N-ter-
minal domain (NTD) of NPC1 (Figs 2 and 3A), The ability of NPC2 to
bind to BMP may also represent a way to bring the cholesterol-rich
and BMP-rich inner membranes of LE [Lys in praximity tothe LE Lys
limiting membrane, but how the cholesterol will exit the
compartment is still unknown

Considering the putative involvement of NPC proteins in SARS-
CoV infection and the interaction of BMP with these proteins, we
raise the hypothesis that BMP could tum out to be a valuable target
for therapeutic strategy against SARS-CoV including SARS-CoV-2.

Recently, we demonstrated that ORP11 localizes to LE and Golgi
and modulates cholesterol egress from LE in macrophages [100].
Moreover, BMP favors the egress of cholesternl from LE via an
ORP11-dependent mechanism, resulting in a reduced production of
cytotoxic 7-oxysterols [100],

A member of the START protein family, STARD3, localized at the
endosomal compartment, participates in the formation of MCS
between ER to LE membranes. Cholesterol transfer from ER to LE
occurred via STARD3 interaction with VAPs [71].

33. Role of NPC and ORP in virus infection

NPC1 has recently been identified as a key player for infection by
Ebola virus {(EBOV), an enveloped RNA virus from the filovins family.
First evidence came from mutagenesis studies revealing that cells
mutated for NPC1, as well as fibroblasts isolated from NPC1 patients,
were resistant to EBOV infection in vitre [101]. Using NPC1™"~ mouse
models, it was further shown that NPCl was required for replication
and pathogenesis of EBOV in vivo [102]. By contrast, NPC2 mutants
that exhibit NPC phenotype with cholesterol accumulation were not
protected, suggesting that NPC1 requirement in EBOV infection was
independent of cholesterol transpart activity [ 101,102]. NPC1 binds to
the cleaved form of EBOV glycoprotein GP1, thereby regulating
membrane fusion and subsequent viral release inio the cytoplasm of
infected cells [75,103—105]. Of interest, U18666A and other cationic
drugs inducing NPC phenoty pe were able to inhibit EBOV entry in a
NPC1 dependent manner but independent of GP1 binding to NPC1
[26]). NPC1 and NPC2 proteins are also involved in HIV infection. HIV
replication and release were significantly decreased in both NPC1
deficient cells and fibroblasts from NPC1 patients in association with
cholesterol and HIV Gag protein accumulation in LE{Lys [106]. How-
ever, Coleman and colleagues reported that HIV virions released by
cells lacking both NPC1 and NPC2 exhibit enhanced infectivity,
probably due to their higher cholesterol content [ 107]. These obser-
vations suggest a rather complex mechanism in which NPC1 would
favor HIV multiplication, although by controlling cholesterol trans-
port, NPC1/NPC2 would render the viral particles less virulent. In
contrast to Ebola virus, NPC requirement in HIV infection was shown
to be related to the regulation of cholesterol transport out of LE(Lys
[106,107].

To date, it is not known whether NPC1 is required for the entry
of SARS-CoV. However, NPC1 positive compartments were shown
to be an obligatory step for SARS-CoV intracellular development,
probably to access to the high cathepsin activity necessary for the
release of the viral nuclencapsid [ 108]. In a recent hypothesis paper,
Ballout et al. proposed that NPC1 positive LE[Lys would also be
mandatory for the successful infectivity of SARS-CoV-2 since it has
an infectious life cycle similar to SARS-CoV. In addition, the authors
highlight the potential mle of NPC proteins for impairing SARS-
CoV-2 entry and subsequent internalization and trafficking, since
lipid rafts in which the ACE2 protein resides, are disrupted in NPC
disorder [25). The use of NPCl inhibitors or NPC-disease mimetic
drugs has been proposed as a potential relevant therapeutic strat-
gy against SARS-CoV-2 [26]. Of interest, U18666A was previously
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reported to inhibit type [ feline coronavirus in relation with NPC1
dysfunction [109].

Virus replication occurs in the cytosol of host cells, using the ER,
the Golgi apparatus and endosomal membranes as replication
platforms at MCS. As sterol and phospholipids of infected cells are
highly implicated in the formation of the replication organelle,
recently, ORPs have been described to be implicated in viral repli-
cation process.

In 2009, the role of OSBP in proliferation of RNA viruses, Hep-
atitis C Virus (HCV), was pointed out [110]. OSBP interacts at the
Golgi membrane with NS5A, a non-structural protein of HCV,
involved in virus assembly, which is anchored to ER membrane via
VAP-A. OSBP is required for both replication and egress of HCV
particles [110]. OSBP lipid transfer property is essential for
cholesterol delivery to the HOV replication organelle in exchange
for PI4P [53), strongly implicated in viral replication [111]. Other
RMA viruses including poliovirus, dengue, picomavirus, as well as
Aichi virus require cholesterol supply by OSBP for replication
organelle efficiency [112—114]. ORP4, the closest OSBP homolog,
was implicated in HOV replication as a negative regulator via in-
hibition of NS5E activity, due to alteration of lipid homeostasis and
formation of lipid droplet [115]. This mechanism requires a close
collaboration between ORP4 and OSEP.

The formation of replication organelles requires the hijacking of
cellular lipid homeostasis and is presently explored as a target for
the development of antiviral compounds. Strating and coworkers
identified Itraconazole (ITZ), an antifungal drug, as inhibitor for
enterovirus replication, due to its interaction with OSBP and ORP4.
ITZ targets OSBF and ORP4 at the replication orzanelle, disrupting
0SBP lipid-shuttling function. Likewise, O5W-1, an antiproliferative
natural compound, interacts specifically with OSEP and ORP4 [80].
The antiviral activity is due to inhibition of 25-hydroxycholesterol
binding to OSBF and ORP4 [116]. TTP-8307, an enterovirus repli-
cation inhibitor, inhibits directly OSBP activity, through the PI4P-
OSBP pathway. Other viruses, as picornavirus encephalomyocar-
ditis virus and HCV, which activities are OSBP-dependent, are
sensitive to TTP-8307. Very recently, OSBP was hypothesized as a
potential target to SARS-CoV-2 infection [21] (Fig. 3B).

A study of flavivirus West Nile virus (WNV) showed that the
silencing of ORP1L decreased the replication of WNV as well as
other types of RNA viruses. ORP1L knockdown disturbed the
movement of LE and contacts between LE and ER, inhibiting the
transfer of cholesterol hetween these organelles [117]. This activity
is implicated in adenovirus infection [54], ORP1L controlling the
fusion and infection by the Ebola virus [118].

ORPs, due to their intracellular localization and lipid traffic
properties, are implicated in the replication of many viruses, so we
can postulate that they could be involved in SARS-CoV-2 infection.
Especially, ORP11, via its interaction with BMP and cholesterol,
could be hypothesized as a potential target of numerous viruses
including SARS-CaV-2.

3.4. BMP regulation of viral infection via other cholesterol pools

Besides regulating LDL-derived cholesterol exit out of LE/Lys,
BMP iz involved in the distribution of LDL-derived cholesterol from
LE Lys to other cellular compartments, Using anti-BMP antibody
that accumulated in LE in cultured macrophages, ora model of BMP
accumulation, we showed that BMP was involved in cholesterol
transport to PM and ER [23,119]. Of specific interest, we found that
cholesterol distribution in PM was altered in anti-BMP treated
macrophages, especially impairing HDL accessible pools [119].
Unpublished observations suggest that BMP regulates cholesterol
distnibution in lipid rafts. We also reported that BMP accumulation
led to reduced expression of ABCG1 transporters and related
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cholesterol efflux to HDL [23]. Noteworthy, it was reported that
cholesterol content in lipid rafts would be determinant for SARS-
CoV-2 interaction with the cellular receptor ACE2 [120]. One may
therefore speculates that by regulating cholesterol-rich membrane
domains, BMP could impact on SARS-CoV-2 entry in host cells
Also of interest is our finding that BMP regulates oxysterol
production, especially 7- and 25-hydroxycholesterol [100,121]. As a
matter of fact, these oxysterols have been shown to exert antiviral
activity against coronavirus and related virus like Ebola, Zika by
decreasing virus entry or replication [122—-124]. This raises the
hypothesis of a role of BMP to favor this antiviral activity.

4. Conclusion

The unusual endosomal phospholipid BMPis crucial tomaintain
the endosomal lipid storage capacity and trafficking as well as the
fine-tuning of cholesterol domains at the plasma membrane known
to control receptor signaling and cholesterol efflux [21-23). Thus,
we speculated that BMP could influence SARS-CoV-2 infection in
different ways: 1) by regulating cholesterol-rich membrane do-
mains at the PM and thus, interfering with virus entry and subse-
quent intemalization; 2) by controlling the lipid flows through the
endocytic pathway and thus, interfering with viral trafficking and
fusion events that are necessary for virus replication and matura-
tion. By controlling lipid homeostasis in host cell, BMP appears as a
“double face™ partner of SARS-CoV-2 depending on its endosomal
content: 1) in physiological conditions and within a normal con-
centration range of BMP in the LE/Lys, BMP will favor virus entry
and infection and can be considered as a therapeutic target against
COVID-19; 2) in pathological conditions and accumulation of BMP
in the LE(Lys, the lipid will create deleterious conditions in the host
endocytic pathway and thus, could impaired virus infection.
However, the enzymes inwlved in the de novo biosynthetic
pathway of BMP are still unknown and little is known about its
physiological regulation Therefare, it is not passible yet to favor its
putative antiviral activity against SARS-CoV-2 by genetic tools.

Since genetic NPC1 defect or drug-induced endosomal choles-
terol accumulation were shown to inhibit Ebola wirus and VSV
infection [5,26], this can provide some useful clues for drug
development against COVID-19 as recently checked: 1) reduced
cholesterol content in plasma membrane to modify the lipid raft-
dependent ACE2 and TMPRSS2 activities [2,125] and thus, perturb
host cell docking and internalization of the virus [25126]; 2)
modification of the acidic pH in endolysosome to modify trafficking
and viral particle fusion [20]; 3) increase of cholesterol and oxy-
sterol content in endolysosome o impede viral fusion and subse-
quent replication [27]. However targeting the endolysosomal
function that can be hijacked by the SARS-CoV-2 should be only
transient and reversible to avoid side effects on lipid metabolism.
This is particularly important knowing the high percentage of pa-
tients with metabolic disorders among the SARS-CoV-2 infected
patients presenting severe forms of COVID-19 [68].
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Annexe 3 :

Tableau 60 : liste des abréviation des acides gras présente dans les especes 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 C22:5n-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
) acide oléique C18:1n-9
P acide palmitique C16:0
Pa acide palmitoléique C16:1 n-7
S acide stéarique C18:0
Annexe 4 .
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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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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 :
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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

2019 2°™ journée de la FSEV — Nantes

Titre : Bismonoacylglycerophosphate
a unique endosome-associated
phospholipid

detected in extracellular vesicles

2019  24°™ journée de ’EDISS — Lyon

Titre : Bismonoacylglycerophosphate
a unique endosome-associated
phospholipid

detected in extracellular vesicles

2019

2018

2017

2017

Présentations posters

15°™ congrés international du GERLI —
Compiégne

Titre : Bis(monoacylglycero)phosphate :
a biomarker of drug-induced
phospholipidosis in human urines

18°™ journée de I'IMBL - Clermont-
Ferrand

Titre : Bis(monoacylglycero)phosphate : a

possible biomarker of drug-induced
phospholipidosis in human urines

24°™ journée du G2L2 — Lyon

Titre : Molecular species characterization
of the endosomal lipid,
bis(monoacylglycero)phosphate in urines

17°™ journée de I’IMBL — Grenoble

Titre : Molecular species characterization
of the endosomal lipid,
bis(monoacylglycero)phosphate in urines
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Annexe 8 : Poster : 15°™ congrés international du GERLI — Compiégne
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Bis(monoacylglycero)phosphate : a biomarker of drug-induced phospholipidosis in 7
human urines

Maxence Rabia®, Annie Durand?, Baptiste Fourmaux®2, Céline Luquain-Costaz, Philippe Moulin?, Isabelle Delton! and Frangoise Hullin-Matsuda®
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Phospholipidosis is a genetic or drug-induced disease characterized by an For this study, ag hed subji were ited :
of phospholipids in the | lles of various

tissues. Amiodarone, an iodinated antiarrhythmic drug belonging to the = Control subjects (n=13)

cationic amphiphilic drug family, induces phospholipidosis during long-term =N itis (NASH) pati (n=6)

treatment, especially in lung, thyroid and liver. — Amiodarone-treated patients (n=26)

Bis(monoacylglycero)phosphate (BMP), also known as lysobisphosphatidic
acid (LBPA), has been recently described as a possible biomarker of
lysosomal storage disorders and drug-induced phospholipidosis [1]. BMP is Lipids werelexiractediaceoraing tolthelBlighiand Dyer method It acidic

a unique phospholipid specifically riched in the
compartment [2] and a structural isomer of phosphatidylglycerol (PG) [3]. ﬁond:tloni 314] e analvse D G Lm:::::::c:z:‘;:;s t:'ESI:?a:d:ne

The aim of our study is to confirm the presence of BMP in urines of

amiodarone-treated patients in order to evaluate its use as a biomarker of WEEIE sl ity (RPI‘C MS/NS) using a triple quadrupole AB Sciex 4500
i PRSI QTRAP working in positive ion mode.

drug-induced phospholipidosisin clinical follow-up.

,"’;},} For data comparison, urinary BMP concentrations were adjusted by
oo creatinine content.

5\ J

Amlodarone increases unnary di-DHA BMP Total BMP ¢ is increased after amiodarone

Urines were and i i before lipid ion and analysis.

Figure 1 : di-docosahexaenoate BMP T3

a5’ *
40°
Y =
e S
B
@8 i e
E B 4
s g 10°
5
conTROL 5
5 % 2 CONTROL 'AMIODARONE
igure 2 : Variation of di-DHA BMP in urines (* p <0.05, Student’s t test) Figure 3 : Variation of total BMP in urines (x p< 0.05, Student's t test)
We observed a significant increase of the diDHA BMP species in urines of We observed a significant increase of the total BMP content in urines of
amiodarone-treated patients. No difference was observed for the NASH amiodarone-treated patients. No difference was observed for the NASH
group compared to the control group. / \ group compared to the control group. /

| Amiodarone increases polyunsaturation of BMP molecular species Conclusion

‘ Degree of Molecular species Control (n=13) Amiodarone (n=26)
Unsaturation (BMP) pmol BMP/umol creatinine | pmol BMP/umol creatinine (SIS LD Unrle BT Gl o 122
Saturated (C16:0,C16:0) ; + 045 400 + 063 used as a of
(C18:1n-9,C18:1n-9) + 0.18 5.46 i 1.44% dysfunction induced by amiodarone in human
Monounsaturated (18:0,C18:1n-9) 0.28 + 0.04 111 £+ 030* patients and more specifically the di-DHA BMP
(Cl8:2n-6,C18:2n6) 009 & 002 071 + 022° species el shonediptiavg ellfiunsaticied
‘ S 6‘C22‘6n . T e SeE 5o molecular species of BMP are increased with
s -0, =01~ .. .| . x: 9 od t t it
(C18:1n-9,C22:6n-3) 113 * 0417 532 + 128* rIELapnEteatncn
‘ (€22,6n-3,C22:0n YREE 1 24 B 0,26 HEL = 1'10: We are now studying the mechanism leading to
(C18:0,C22:6n-3) 0.11 £ 0.02 0.38 + 0.08 BMP secretion in urines and its vehicle.
(C18:1n-9,C20:4n-6) 0.06 + 0.01 0.51 i 0.18*
|
[otsl pmol EMP/ymel TOTAL BMP 902 + 110 3368 + 833° )

Table : Main BMP molecular species from human urines : Lipid extracts from urines were analyzed by LC-MS/MS.
Results are expressed in pmol BMP/umol creatinine. (* p <0.05 , Student’s t test)

Saturated species [1] Meikle, PJ et al. (2008). Biochem J 411(1): 71-78.

[2] Hullin-Matsuda F and al. (2014). Semin Cell Dev Biol

31:48-56.

[3] Tan H.H et al. (2012). Angew Chem Int Ed Engl 51(2),
Polyunsaturated species 533-535,

[4] Bligh and Dyer (1959). Canadian Journal of
/ Biochemistry and Physiology 37 (8), 911-917.

Control Amiodarone-treated patients References
|

N Figure 4 : Percentage of saturated/unsaturated BMP molecular species
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Bis(monoacylglycero)phosphate : a possible biomarker of drug-induced
phospholipidosis in human urines
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ace I ds in the endoly ganelles of various with amiodarone [with or without dysthyroidism) and patients with non-
tizsues. e, an ant drug to the alcoholic steatohepatitis [NASH).
mind:-'ryl'#l'& drug family, mw#ﬁ d-h;lnnrllrrl Groups of patients -
"P'*'l'""'l-‘*'l"“”“’""‘ . Control : n=14, median age 58 years
Bis{ hospt lmu, also known as bpcﬂqtmphﬁih - MASH : n=6, median age 62 years
ackd {Llhl.[, “has been rlmTﬂ'" dbed as a | mmuwmw n=19, median age 72 years
= phasghali mmns -4 with dysthyroidism [Amia thyro] : n =6, median age 73 years
a unique phuﬂ'lﬂ)ﬂ :pﬁﬁibf enriched in the
compartment [2] and a structural somer of phosphatidylgheral (PG [3]. For data comparison, urinary BMP ¢ are ad) byt
The aim of our study is to confirm the presence of BMP in urimes of comtent
mummmhwﬁrm-ﬂ-huuulmd
dirug:- dipidosis in diinical follow-up. Lipids are extracted according to the Bligh and Dyer method in acdic
H.J'\-\..J'\-\..J'\-\..-'-'\-.\,ﬁ.\,ﬂm‘.- ~y 1 m-lhtm: [4). To Inlbp Ihl dlh'mt molecular species of BMIP, we
F y method coupled to ESI i

Y mnmwmmuq.mwumm
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‘We observe a significnt increase of diDHA BMP for patients treated “Hhml*llhﬂmﬂmmhmmm
with amiodarone |with or without dysthyroidism|). Ko difference is amiodarone [with or withowt dysthyroldizm). Mo difference is observed
\ observed for the group MASH compared to the comtrol y, . for the group NASH compared to the control _/1

Contral (n=14} Amlndlruﬂl[n—ls'l
piresd WP 'nnlr:nﬂmu bA Pl Crdatin Our study indicates that urinary BMP can be
(C26:0,C16) 319+ 043 360 ¢ 0,60 used as a Ihr-rhr of endolysosomal
|C16:0,C18:1n-5) a8 & 017 471 & 153 hations | o in human
|E18:0,C18:1n-8) 043 = om 480 + 381 patients and m-q-dﬁunr the di-DHA BMP
[C18:2n-6,C1B:2n-8} [ ,0a 1,02 = 036 molecular species. We shiow that all unsaturated
[€18:2n-6,C236n-3) 034 = 0,05 247 & 1,32 malecular species of BMP are increased with
[€18:1n-9,C226n-3) 108 & 0,16 517 & 154 amiadarons treatment.
{C1B0,C006n-3) 030 & 0,01 0,37 * 0,11
[C22:60-3,C22:6n-3) 111 = 0,25 5,02 " 146 We are now looking fior the vehides of BMP in
[€18:1n-9,C20-4n-6} 034 s 0,08 1,50 - D47 :htl:ﬁ'nlls and the mechanism of BMP secretion
L 'lﬂr::‘ml TOTAL BAMP 821 &+ 105 | 37 & 1047 L
-

Jable : Maim EMP mokicular speces from human urines : Uipid sxaracts from oriees ware analymed by LC-MSWS.
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Molecular species characterization of the endosomal lipid,
bis(monoacylglycero)phosphate in urines
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aiso known 23 Wsonuphomhstile ackl LEFA) B
structural  isome
isplaying an an-, ln»i'slereocnnﬁguﬂnnn et hreuklryrmc np.ds 1. This phosph
specifically enriched in the late endosomeflysosome organelles, jarly in their internal
membranes [2] (Fig 1). In these acidic compartments, BMP is resi ot 1o he activity of the
endosomal phospholipases due to its unique structure. It Is Involved in the regulation of
cholesterol transport from the late endosome [3,4]. Furthermore, it has been recently described as
a possible biomarker in lysosomal storage disorders and drug-induced phospholipidosis [S]. This
id is enriched in fatty acids and oleic acid. Such
enrichment is important for its biophysical properties in the membrane. Thus it is essential to
specify the various molecular species of BMP in blological samples to better understand its
functions.
Electrospray ionization (ESI) mass spectrometry is a powerful tool to analyze minor lipid species
from biological samples. We developed a reversed-phase chromatography method coupled to ESI
tandem mass spectrometry (RPLC-MSIMS) using a triple quadrupole AB Sciex 4500 QTRAP
working In positive fon mode. With this method, we can analyze samples contalning pmol amounts
of BMP.
In ammonium formate containing solvent, BMP forms ammonia adduct ions [M+NH,)* that
fragment to yield monoacylglycerol (MAG). We optimized MS parameters for ionization efficiency,
especially during gradient elution. We determined linearity of concentration curves with saturated
and unsaturated specles of BMP. Finally we analyzed the BMP content after lipid extraction of
human urines. detection per molecular species was about 0.3 pmol per m! urines.
Analyzing the BMP molecular species in biological samples is valuable to better understand their
biological functions as well as to precise their role in various lipid-associated disorders (diabetes,
jiemann-Pick type C, drug-induced phospholipidosis. ).

maxence,rabia@gmail,com
Laboratoire f‘ -INSA de Lyon, 69621 Villeurbanne cedex, France
Pudin Praser BUPILEPA
f ABSTRACT " £ Chot
E!s(momcylglycero)phosphalt {BMP),
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Fig 1: Lipid compartmentalization in the endosome system : Progressive enriohment in BMP is correlated with the
aclive_membrane invagination ccourring in esicular body MVB fendosomal carrier vesicle FCV
compartment . he highest B content s found In the inner membranes of the ace: late endosome (LEY lysosome
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INTRODUCTION

(BMP) is a minor of eukaryotic cells
whose characterization needs new sensitive analytic tools such as mass spectrometry
(MS). Whereas most of the current MS methods analyze the molecular species
according to the acyl ester chains of the major phospholipids, only a few papers
report about BMP content. We now describe a MS d with RP-HPLC
(Reverse Phase - High Pressure Liquid Chromatography) that separates and identifies
the different BMP molecular species. BMP displays an sn-1:sn-1' stereoconfiguration,
that is unusual in eukaryotes, but is present in the archaea. In the acidic environment,
the acyl chains are found in the sn-2:sn-2' position of the glycerol moleties
Isomerization can occur with the displacement of the acyl chains to the sn-3:sn-3'
position, resulting in different forms of BMP that can be separated by different elution
times on the LC column (Fig 2).

METHOD

The different species of BMP are analyzed by reverse phase liquid chromatography
using a Shimadzu LC-30Ad Nexera coupled to the Absciex 4500 Qtrap mass
spectrometer (RPLC-MS/MS) having a triple quadrupole. HPLC is performed using an
Acquity UPLC” column BEH C18 column ( Waters). Elution s achieved with a gradient
of organic solvent and aqueous solvent. The ionization source s an ES! (Electrospray
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BMP). The asymmetric BMP species producing 2 different MAG fragments, the
jpeak area of both MAGs is pooled. The limit of detection is 0.3 pmol BMP per ml of
urine, regardiess of the BMP species. We observed that BMP is enriched in
polyunsaturated fatty aclds  (see Table)
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displays smaller response than the unsaturated species (Fig 3). 15000000 - el
Lipid extraction from human urine samples is carried out by the acid Bligh-Dyer P 20000000 A
method [6] using di 14:0 BMP as intemal standard. The different BMP species are toamcan - ,
analyzed by RP-HPLC-MSIMS using MRM (multiple reaction monitoring) to analyze st
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Fig 3: Linearity of BMP standards by LC-MS/MS analysis (positive-lon mode) : Fash fid stancrt is
dmmmm in methanol and aralyzed by ICMSIMS method as above Data are presented as the MS peak area for each
standard per the pmol amount use heir MAG fragment.
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CONCLUSIONS
RP-HPLC-MS/MS allows to analyze minor lipid species from biological samples. Using new
HPLC-ES| MS/MS method, we could separate and quantify the different BMP molecular
species from human urine samples.
The parameters of the MS were ized to increase efficiency of the ionization during the
elution gradient. With this method, we were able to determine a linearity range for the
saturated and unsaturated species of BMP.

was recently demonstrated that BMP could be a biomarker of drug-induced
phospholipidosis and lysosomal diseases such as Niemann-Pick type C in biological fluids
[57). The characterization of different molecular species of BMP will help to better
understand its physiological role and to precise the involvement of its specific molecular
species in endosomal-related diseases.
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RESUME :

Les cellules eucaryotes contiennent un systéme endolysosomal tres organisé de compartiments membranaires
communiquant entre eux et avec I'extérieur. L'identité de ces organelles est définie par des protéines ou des lipides
caractéristiques présents a leur surface ou leur lumen. La voie d’endocytose joue un rdle central dans 'homéostasie
cellulaire non seulement en permettant a la cellule d’internaliser des composés de I'extérieur, mais aussi en régulant
I'utilisation, la dégradation et le recyclage des lipides et protéines. Le cholestérol va ainsi étre 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 a des perturbations métaboliques, des
retards neuro-moteurs ou des déces 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 rbles essentiels
dans la voie endosomale, en participant a la sortie du cholestérol des endosomes et en régulant des enzymes du
métabolisme lipidique. Cette these étudie son r6le dans le trafic vésiculaire endosomal. En effet, le BMP en
permettant la fusion membranaire participe a la dynamique membranaire intraendosomale, favorisant ainsi la sortie
du cholestérol des endosomes, et la formation des vésicules intraendosomales a lorigine des vésicules
extracellulaires/exosomes.

Cette thése a permis de caractériser le BMP, comme biomarqueur urinaire de dysfonctionnement endolysosomal
induit par I'anti-arythmique amiodarone chez 'homme. De plus, le BMP a été détecté dans des exosomes provenant
de différents modéles biologiques ce qui permet d’envisager son utilisation comme marqueur de 'origine endosomale
des vésicules extracellulaires. Enfin, le r6le du BMP dans la formation des exosomes permettant le désengorgement
des endosomes lors de surcharges endolysosomales a été étudié. Nos travaux suggérent donc I'importance du BMP
dans le contréle de 'homéostasie lipidique en participant a la formation des vésicules extracellulaires/exosomes et
son potentiel intérét thérapeutique au cours des dyslipidémies.
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