N

N

Caractérisation des vésicules extracellulaires et étude de
leur réle dans la neuropathologie de la
mucopolysaccharidose de type III
Chloé Dias

» To cite this version:

Chloé Dias. Caractérisation des vésicules extracellulaires et étude de leur réle dans la neuropathologie
de la mucopolysaccharidose de type III. Médecine humaine et pathologie. Université de Toulouse,
2024. Francais. NNT': 2024TLSES084 . tel-04717148

HAL Id: tel-04717148
https://theses.hal.science/tel-04717148v1

Submitted on 1 Oct 2024

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-04717148v1
https://hal.archives-ouvertes.fr

l} et o
Doctorat de
I’'Université de Toulouse

préparé a I'Université Toulouse lll - Paul Sabatier

Caractérisation des vésicules extracellulaires et étude de leur
réle dans la neuropathologie de la mucopolysaccharidose de

type llI

These présentée et soutenue, le 19 juin 2024 par

Chloé DIAS

Ecole doctorale

BSB - Biologie, Santé, Biotechnologies
Spécialité

NEUROSCIENCES

Unité de recherche
INFINITY - Institut Toulousain des Maladies Infectieuses et Inflammatoires

These dirigée par
Jéréme AUSSEIL et Stéphanie TRUDEL-AUSSEIL

Composition du jury

Mme Hélene HIRBEC, Rapporteure, CNRS Occitanie Est

M. Sylvain LEHMANN, Rapporteur, Université de Montpellier

M. Christophe LEFEBVRE, Rapporteur, Université de Lille

Mme Cécile MALNOU, Examinatrice, Université Toulouse Il - Paul Sabatier

M. Kumaran DEIVA, Examinateur, Université Paris-Saclay

M. Jérdme AUSSEIL, Directeur de these, Université Toulouse lll - Paul Sabatier

Mme Stéphanie TRUDEL-AUSSEIL, Co-directrice de these, Université Toulouse Il - Paul Sabatier






A mon pére,
Cette personne formidable qui m’a inculqué la valeur inestimable de la curiosité et du savoir.






« La meilleure fagcon de réaliser ses réves est de se réveiller. »
PAUL VALERY






— REMERCIEMENTS —

Cette these est 'aboutissement de 3 années et demie de travaux de recherche et de
nombreux échanges scientifiques. Je suis extrémement reconnaissante et fiere d’avoir pu vivre
cette aventure hors du commun. Il m’aurait été impossible de la traverser sans l'aide et le

soutien de toutes ces personnes que je souhaite remercier a présent.

Mesdames et messieurs les membres de mon jury de theése, je vous remercie de
m’avoir fait I’honneur d’évaluer mes travaux de theése. Merci a Christophe Lefebvre, Hélene
Hirbec et Sylvain Lehmann d’avoir accepté d’endosser le role de rapporteur et de l'avoir
accompli avec attention, rigueur et bienveillance. Merci a Kumaran Deiva d’avoir examiné mes
travaux, cette fois achevés, et ce avec grand intérét. Merci a Cécile Malnou d’avoir présidé ce
jury de thése de maniére remarquable et je dois dire que je suis tres touchée d’avoir été la
premiere a en avoir I’"honneur. Je vous remercie tous sincerement pour la richesse de la
discussion que nous avons eue et qui participera sans nul doute a la bonne poursuite de ces

recherches.

Les membres de mon comité de suivi de thése, Kumaran Deiva, Chiara Guerrera,
Corinne Leprince et Daniel Dunia, merci de m’avoir apporté votre expertise et votre aide
essentielles au bon déroulement de mes travaux. J'ai toujours pris plaisir a vous exposer mon
projet et a discuter de mes résultats lors de nos rencontres annuelles, qui ont participé a mon
évolution scientifique. Un merci tout particulier a Daniel qui a été un parrain affectueux, tres
attentif et soucieux de I'avancée de mon projet, mais aussi et surtout de mon bien étre au sein

de I'équipe et de I'institut.

Nos collaborateurs, Alexey Pshezhetsky et Mahsa Taherzadeh du laboratoire Elisa
Linton du CHU Sainte-Justine a Montréal, merci pour le partage de vos données de
séquencgage. Je tiens a remercier 'ensemble des membres de I'équipe Vinedys d’Infinity qui
m’a beaucoup apporté tout au long de ma these. Merci au groupe EVs avec Cécile Malnou,
Hélene Martin, Mathilde Bergamelli et Charlene Martin, pour vos conseils, le partage de votre
expertise aux prémices de mon projet ainsi que pour I'entre-aide lors de nos galeres avec le
NTA ou les ultras. Merci au groupe neuro avec Elsa Suberbielle, Benjamin Schmitt et Daniel
Dunia, pour votre partage de votre savoir-faire concernant la culture de neurones. Merci a
Cathy Gomila du laboratoire MP3CV d’Amiens, mais aussi a Armelle et Laurie du service de
biochimie du CHU de Toulouse pour leur aide lors de notre mise en place de la technique
d’extraction des GAGs au laboratoire. Un grand merci a Emily Clement, Laurence Nieto et Evert
Haanapple de I'lPBS qui m’ont formée a l'utilisation du NTA et m’ont permis son utilisation

pendant plusieurs mois.



L’'ensemble des personnes représentant les services communs et les plateaux
techniques de linstitut Infinity, sans qui la recherche serait impossible. Merci infiniment aux
filles de la zootechnie, Elisabeth Debon, Fanny Chaboud et Elsa Bodin pour leur travail et leur
implication dans le suivi de mes accouplements de souris. Merci au plateau de génomique et
de transcriptomique mais surtout a Adeline Chaubet qui a réalisé I'ensemble de nos librairies
et de nos contrdles qualités d’ARN et aussi a Margot Zahm qui a réalisé nos analyses bio-
informatiques et qui a été d’'une patience et d’'une pédagogie incroyable. Merci a vous deux
qui avez su écouter et évaluer toutes nos demandes plus ou moins farfelues. Merci a Sophie
Allart, Simon Lachambre et Lhorane Lobjois du plateau d’imagerie cellulaire pour votre

disponibilité et pour I'intérét que vous avez porté a mon projet de these.

Les personnes représentant les plateaux techniques hors Infinity, qui ont permis
I'obtention de données indispensables a I'accomplissement de ce projet. Merci a Stéphanie
Balor et Vanessa Soldan du plateau de microscopie électronique du CBI pour la formation que
vous m’avez proposée et pour I'analyse d’échantillons. Merci a Chiara Guerrera, Kévin Roger et
Cerina Chhuon du plateau de protéomique SFR Necker a Paris pour la réalisation de I'analyse
protéomique ainsi que pour votre aide et vos conseils précieux dans I'analyse bio-informatique

des données.

Mes directeurs de thése, pour la chance gu’ils m’ont donnée de réaliser cette thése
dans leur équipe. Merci a tous les deux de m’avoir accordé votre confiance deés le premier jour
et votre soutien jusqu’au dernier. Dés I'entretien j’ai su que j’avais fait le bon choix en vous
envoyant cette candidature, mais je ne m’attendais pas a étre si bien accueillie, dirigée et
épaulée. Grace a vous deux, je peux dire que jai grandi et gagné en maturité scientifique et
gu’aujourd’hui je commence a me prendre au réle de chercheuse. Merci Jérome d’avoir cru en
moi et de m’avoir toujours poussée hors de ma zone de confort en m’envoyant en congres
internationaux présenter mes travaux ou en me donnant des responsabilités. Merci beaucoup
pour votre gentillesse et d’avoir toujours fait en sorte que je me sente bien et que je ne
manque de rien au laboratoire. Merci Stéphanie d’étre la personne et la scientifique que tu es.
Tu es un véritable modele pour moi, tant par ton exigence et ton sérieux que par ta douceur
et ton soutien. Cela a été un immense plaisir de travailler a tes cotés et je pense que beaucoup
gagneraient a travailler avec toi, car je suis fiere de dire que j’ai eu cette chance. Tu as su
développer mon esprit scientifique tout en me laissant une grande liberté de réflexion et
d’expérimentation, et pour ¢a tu as toute ma gratitude. Et de par ton investissement
permanent, j’ai pu évoluer et me forger, appréhender et me préparer a chaque nouvelle étape.
Puis, célébrer les bons moments ou apprendre a relativiser lors des mauvais. Tout cela a permis

gu’un lien indescriptible se crée entre nous, un lien qui ne pourrait étre décrit en un simple



paragraphe dans mes remerciements. Merci ma cheffe, jespere de tout coeur avoir

I'opportunité de continuer de travailler avec toi dans les années a venir.

Mes premiers encadrants de stage, Sara Salinas et Franck Mennechet qui m’ont
transmis leur amour pour la science, m’ont guidée durant mes premieres années de paillasse
et d’université et qui m’ont ouvert l'esprit sur le monde de la recherche. Je garde de vous un

souvenir impérissable et je vous remercie pour tout ce que vous avez fait pour moi.

Les membres de I'’équipe de biologie cellulaire de la pathogénie bactérienne du
MMSB de Lyon, Suzana Salcedo, Tristan Rubio, Morgane Roussin, Julie Raymond, Arthur
Louche et Amandine Blanco, merci pour votre accueil et pour les bons moments passés
ensemble. Un merci tout particulier a Tristan et Suzana qui m’ont permis de retrouver le

chemin du laboratoire et m’ont soutenue dans mon souhait de réaliser une thése.

Mes stagiaires, Katia, Guillaume, Camille, Naomi et Tiphaine, merci pour votre travail
sérieux qui a contribué a I'accomplissement de ce projet. Merci Katia pour ton investissement
dans ce projet, ta détermination et ton éternelle envie de bien faire. J’ai pris beaucoup de
plaisir a t’encadrer et a partager tous ces moments avec toi au labo ou en congres. J'ai hate de

découvrir ce que ton projet de these te réserve.

Nissrine, mon binbme, mon pilier. Apres un petit flash-back, je me rends aisément
compte que vivre sans toi au laboratoire aurait été inimaginable. Et quelle aventure ensemble !
Manips, souris, tris, organisations, présentations, voyages, comité des fétes... and repeat. J'ai
rencontré un esprit unique, brillant, pur, et déterminé, qui m’a tant appris. Merci d’étre cette

amie en or.

L’ensemble des membres de I’équipe RP/JA, qui m’ont fait me sentir chez moi dés le
premier jour et avec qui j’ai tant partagé. Merci a Rémy, Yannick, Fabienne, Michel, Séverine,
Hugues, Isabelle, et Jean-Pierre pour votre aide précieuse, votre esprit critique, votre
bienveillance et pour toutes les discussions scientifiques que nous avons pu avoir ensemble.
Merci a Saber, Ranime, Nicolas et Nissrine, mon premier noyau d’amis du laboratoire, pour vos
rires, votre écoute, votre bétise et votre amitié. J’ai tant aimé vous découvrir, traverser ces
années avec vous, et maintenant j'en espere de nouvelles. Merci a Emily, Camille, Mélissa,
Katia, et Lisaydi qui ont apporté un vent nouveau dans I'équipe. Votre arrivée a fait qu’a nous
tous réunis cette équipe est vraiment incroyable. Je suis heureuse d’avoir encore un peu de

temps parmi vous tous, car je cotoie chaque jour des personnes extraordinaires.



L’ensemble des membres de I’'équipe OJVM, avec qui j'ai passé des moments géniaux.
Je suis encore triste du jour de votre départ du batiment A. Un merci tout particulier a Sarah

et Sylvia, pour leur soutien et leur amitié précieuse.

L’'ensemble des personnes de linstitut Infinity, que j’ai eu la chance de croiser et qui
ont rendu cette expérience agréable. Merci.

Mes amis, de toujours, Cécile, Mathilde, Anthéa, Camille, Marie-Clémentine, Pauline,
Mathilde, Benjamin, Angélina, Jason, merci de faire encore partie de ma vie apres toutes ces
années a me supporter, et a me soutenir. Merci de toujours répondre présents dans les
moments importants de ma vie et de me donner a travers votre confiance toute cette
assurance. Je suis fiere d’avoir des amis comme vous, chacun si spécial. Il m’est impossible

d’imaginer ma vie sans vous a mes cOtés, car avec vous j’ai appris la vraie définition d’amitié.

Mes grands-péres, Gérard et Alvaro qui m’ont transmis la valeur du travail et des
sacrifices, mais aussi leur tendresse. Merci d’avoir été des moteurs et des exemples tout au
long de ma scolarité et d’avoir toujours cru en mes capacités, ma motivation et mon avenir. Je

suis fiere de vous dire aujourd’hui : « J'ai réussi, je suis docteure ! »

Maman et Papa, quelle chance inestimable de vous avoir comme parents. Votre
éducation et votre amour est le plus grand des cadeaux que j'ai recu de ma vie. J'ai toujours
aspiré a faire votre fierté, a vous ressembler et a vous rendre un petit peu de tout ce que vous
m’avez apporté. Merci Maman pour m’avoir transmis ton goUt pour la biologie et la paillasse,
ton ingéniosité et ta ténacité. Tu aurais fait une incroyable scientifique ! Merci Papa d’étre
passionné par tout et curieux de tout, d’avoir cette intelligence sans faille et cette soif de
connaissance insatiable. Cette envie de découverte m’a tellement toujours fascinée et attirée
qgue me voila chercheuse ! Merci de m’avoir toujours poussée a donner le meilleur de moi-
méme. Je vous aime.

Teddy, mon meilleur ami et 'amour de ma vie. Merci pour ton amour, ton soutien et
ton sourire. Sans toi, rien n‘aurait été possible. Tu as su me relever lorsque j’étais au plus bas,
me convaincre que je valais le coup, me suivre et m’encourager au cours de chaque nouvelle
étape. Jespere étre a la hauteur de tout ce que tu m’apportes au quotidien. Merci d’exister. Je
t'aime.

10



11



RESUME

Caractérisation des vésicules extracellulaires et étude de leur role
dans la neuropathologie de la mucopolysaccharidose de type lil

La mucopolysaccharidose de type Ill (MPS Ill) ou syndrome de Sanfilippo est une
maladie pédiatrique rare, d’origine génétique, dite de surcharge lysosomale (MSL) et causée
par le déficit en enzymes impliquées dans la dégradation de I'héparane sulfate. Le diagnostic
tardif et I'absence de traitement curatif entrainent le déces de I'enfant avant I'age adulte.
Cependant les derniers essais cliniques de thérapie génique chez des enfants atteints de MPS
Il de type B ont donné des résultats prometteurs. L'accumulation progressive
d'oligosaccharides d'héparane sulfate (HSOs) anormaux et partiellement dégradés dans le
milieu extracellulaire, active directement la production de cytokines pro-inflammatoires par
les astrocytes et la microglie. La mise en place précoce d’une neuroinflammation chronique
conduit progressivement a la mort neuronale, a l'origine de troubles neurodégénératifs
séveres et irréversibles.

Les mécanismes cellulaires liés a la propagation de la neuroinflammation ne sont pas
encore élucidés, et une des hypothéeses est qu’elle pourrait étre médiée par la sécrétion de
vésicules extracellulaires (EVs). Chez l'adulte atteint de troubles neurodégénératifs, des
travaux récents ont démontré que les EVs provenant de cellules activées et notamment de la
microglie, sont chargées d’'un contenu moléculaire pathologique spécifique et suscitent un vif
intérét lié a leur utilisation comme biomarqueurs. Lobjectif de mon projet de these est
d’investiguer la contribution des EVs dans la physiopathologie de la MPS I, par i) I'analyse de
la composition en protéines et en ARNs des EVs-MPS Il et ii) I'évaluation de la réponse
biologique des neurones corticaux primaires naifs au message transmis par ces EVs-MPS lIl.
Dans ce but, j'ai isolé et étudié les EVs provenant de deux modeles de la maladie, le surnageant
d'une lignée microgliale activée avec des HSOs de patients MPS Il et les tissus cérébraux du
modele murin MPS 11IB.

Par I'analyse de la composition en protéines et micro ARNs des EVs, j’ai pu mettre en
évidence que les EVs-MPS Il transmettent aux cellules réceptrices du systeme nerveux central
(SNC) un cargo altéré et spécifique impliqué dans la réponse inflammatoire et dans le
développement neuronal. Ensuite, grace a des expériences de transmission des EVs-MPS Il
sur des neurones sauvages corticaux primaires, j'ai pu démontrer, par microscopie a
fluorescence, que la morphologie des compartiments somato-dendritiques est fortement
altérée. Ensuite, en utilisant des EVs isolés de cerveaux de souris MPS IIIB 4gées de 1 mois, 4
mois et 8 mois, j'ai montré que les EVs induisaient une signature transcriptionnelle des
neurones différente en fonction des stades de la maladie.

En résumé, ces résultats suggerent fortement que chez les patients atteints du
syndrome de Sanfilippo, les EVs participent activement a la progression de la pathologie et au
dysfonctionnement des neurones, certainement par la propagation de l'inflammation et
I'altération des mécanismes de neurotransmission. Mon travail de these a permis de décrire
dans nos modeles, que les EVs-MPS Ill transportent un contenu spécifique et caractéristique
de la pathologie et de son évolution. Ces découvertes offrent la perspective d’utilisation des
EVs comme biomarqueurs d’évaluation de I'efficacité thérapeutique pour les patients inclus
dans les futurs essais cliniques.

Mots-clés : Mucopolysaccharidose, Vésicules extracellulaires, Neurodégénérescence,
Microglie, Héparane sulfate, Neuroinflammation.
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ABSTRACT

Characterization of extracellular vesicles and study of their role
in the mucopolysaccharidosis type Ill neuropathology

Mucopolysaccharidosis type Il (MPS Ill) or Sanfilippo syndrome is a rare pediatric
inherited disease classified as a lysosomal storage disorder (LSD), caused by the deficiency of
enzymes involved in the degradation of heparan sulfate (HS). Late diagnosis and lack of
curative treatment lead to the death of the child before adulthood. However, the latest gene
therapy clinical trial in children affected by MPS Il type B have showed promising results. The
progressive accumulation of abnormal and partially degraded heparan sulphate
oligosaccharides (HSOs) in the extracellular space, directly activates the production of pro-
inflammatory cytokines by astrocytes and microglia. The early onset of neuroinflammation
leads progressively to neuronal death, causing severe and irreversible neurodegenerative
deficiencies.

The cellular mechanisms involved in the propagation of the neuroinflammation
remains to be elucidated, and one hypothesis is that it could be mediated through the
secretion of extracellular vesicles (EVs). In adults with neurodegenerative disorders, recent
works demonstrated that EVs, derived from activated cells and in particular from microglia,
are loaded with specific pathological molecular content and are arousing great interest for
their use as biomarkers. The objective of my PhD is to investigate the contribution of EVs in
the pathophysiology of MPS lll, by i) analyzing the composition in proteins and RNAs of MPS
[1I-EVs and ii) studying the biological response of naive primary cortical neurons to the message
transmitted by these MPS IlI-EVs. For this purpose, | isolated and studied EVs from two models
of the disease, the supernatant of a microglia cell line activated by HSOs of MPS Il patients
and the brain tissues of the MPS 11IB mouse model.

By analyzing the proteins and micro RNAs composition of EVs, | was able to
demonstrate that MPS llI-EVs transmit to the recipient cell of the central nervous system (CNS)
a specific and altered cargo involved in inflammatory response and in neuronal development.
Then, through transmission experiments of MPS IlI-EVs to wild-type primary cortical neurons,
| was able to demonstrate by fluorescence microscopy, that the morphology of somato-
dendritic compartment is strongly altered. Then, using MPS IlI-EVs isolated from MPS I1IB
brains of mice aged of 1 month, 4 months and 8 months, | showed that EVs induced a different
transcriptional signature of neuron depending on the stages of the disease.

To summarize, these results strongly suggest that in patients with Sanfilippo syndrome,
EVs actively participate to the neuron pathology and dysfunction, certainly through the
spreading of inflammation and the alteration of neurotransmission mechanisms. My PhD work
is the first report on the content of EVs released by MPS Il microglia and reveals a disease-
associated signature, providing a framework for future studies on biomarkers to evaluate
efficiency of emerging therapies.

Keywords : Mucopolysaccharidosis, Extracellular vesicles, Neurodegeneration, Microglia,
Heparan sulfate, Neuroinflammation.
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— AVANT-PROPOS —

La mucopolysaccharidose de type Ill (MPS Ill) ou syndrome de Sanfilippo est une
maladie de surcharge lysosomale (MSL) causée par un déficit enzymatique résultant en
I'incapacité du lysosome a dégrader I’'héparane sulfate (HS), un glycosaminoglycane (GAG)
essentiel. Ce trouble métabolique majeur rare, avec une incidence mondiale moyenne de 1
naissance pour 100 000, provoque une maladie neurodégénérative pédiatrique.

D’origine génétique et avec des bases moléculaires bien décrites, le diagnostic est pourtant
rarement statué avant l'age de 2 ans participant a une prise en charge thérapeutique
compliquée. De plus, a ce jour, aucun traitement curatif n’est disponible, rendant le pronostic
vital de 'enfant sombre. L'évolution symptomatique devenant rapidement invalidante conduit
in fine a une forme de démence présentant des caractéristiques communes — telle que la
présence d’une neuroinflammation chronique — avec les maladies neurodégénératives de

I'adulte et cause généralement le déces avant I'age adulte.

Une meilleure compréhension 1) des mécanismes sous-jacents a la
neurodégénérescence dans le syndrome de Sanfilippo ainsi que 2) la recherche de nouveaux
biomarqueurs de suivi de l'efficacité de nouvelles stratégies thérapeutiques chez les jeunes
patients deviennent primordiales. Les vésicules extracellulaires (EVs) de par leur capacité a
transporter un cargo reflétant I'état physiopathologie de la cellule sécrétrice sont de bons

candidats dans I'étude de ces deux problématiques.

Dans ce contexte, nous avons choisi de décrire la composition moléculaire des EVs
spécifiques du syndrome de Sanfilippo et de I'évolution des symptémes, ainsi que leur role
dans le déclenchement de mécanismes inflammatoires et dans la progression de la

neuropathologie par le traitement de neurones primaires.

Mes travaux de these seront introduits suivant trois grandes parties bibliographiques.
La premiere traitera du lysosome, de I’héparane sulfate et de leur place dans les maladies de
surcharge lysosomale. La deuxieme, du syndrome de Sanfilippo d’'un point de vue clinique,
puis de I'état de la connaissance actuelle sur les aspects moléculaires et cellulaires de la
physiopathologie associée a ce type de mucopolysaccharidose. La troisieme partie
s’'intéressera a la biologie des EVs ainsi qu’a leur intérét dans I'étude fondamentale de

pathologies ou de leurs applications cliniques.
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PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE

1 LELYSOSOME ET LES MALADIES DE SURCHARGE
LYSOSOMALE

1.1 LELYSOSOME

Le lysosome a été découvert et décrit pour la premiere fois en 1955 par Christian de
Duve, prix Nobel de médecine 1974 (De Duve 2005). Le biochimiste et son groupe
s’intéressaient a l'interaction dans les hépatocytes entre la glucose-6-phosphatase et
I'insuline, pensant que l'action de cette derniere était perturbée par I'enzyme. Par des
techniques de centrifugation et de fractionnement des cellules, ils n‘ont pas tardé a découvrir
que la glucose-6-phosphatase était fortement liée a la membrane d’une vésicule, alors appelée
le microsome. De plus, ils ont révélé la présence de 5 autres phosphatases acides associées a
la glucose-6-phosphatase, toutes contenues dans ce microsome. En démontrant que ces
enzymes devenaient actives a un pH acide bien précis et digéraient un substrat spécifique, le
nom de lysosome — étymologiquement « corps digestif » en grec — émergeat (de Duve et al.
1955).
Plus tard, le lysosome a été décrit comme le pole de recyclage et de dégradation des
composants membranaires et de matériaux extracellulaires mais aussi intracellulaires, au

carrefour entre les voies de I'endocytose et 'autophagie (De Duve 1983).

1.1.1  Voies cellulaires de recyclage et de dégradation

Les principales étapes de recyclage médiées par les différents endosomes et I'appareil
de Golgi et de dégradation par le lysosome sont illustrées dans la Figure 1 et détaillées ci-
dessous.

La voie endosomale débute par I'endocytose (1) de petites molécules, de fluides, de
composants membranaires ou bien de ligands liés a leur récepteur. Linternalisation par
invagination membranaire peut étre a l'origine de formation de vésicules nues ou recouvertes

de clathrine (voie majoritaire de I'endocytose), de cavéoline, de radeaux lipidiques, ou encore
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issues de la macropinocytose. Dans certaines cellules spécialisées comme les macrophages ou
les monocytes, la phagocytose permet de nettoyer le milieu extracellulaire en capturant des
particules plus larges comme des corps apoptotiques, des pathogénes, ou encore des débris
cellulaires (Cesar-Silva et al. 2022; van Niel, D’Angelo, et Raposo 2018; Yang et Wang 2021).
Les vésicules une fois formées par fission membranaire, vont perdre leur revétement, migrer
et fusionner avec I'endosome précoce (EE, pour early endosome) porteur de la protéine
GTPase Rab5 et du complexe ESCRT (pour endosomal sorting complexes required for
transport) (2). Egalement appelé endosome de tri, il va réaliser grace a son pH interne
faiblement acide une premiere séparation des différents cargos et en fonction de leur nature

les diriger dans des vacuoles endocytiques — ou vésicules intraluminales (ILVs, pour
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Figure 1 : Voies cellulaires de recyclage et de dégradation

Figure créée sur BioRender d’aprés Cesar-Silva et al. 2022 ; Cullen et Steinberg 2018 ; Hong 2019 ;
Huotari et Helenius 2011 ; van Niel, D’Angelo et Raposo 2018 ; van Niel et al. 2022 et Yang et Wang
2021.
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intraluminal vesicles) — vers les voies de recyclage (fleches vertes) pour la plupart ou de
dégradation (fleches violettes) (Cesar-Silva et al. 2022).

Un enrichissement en Rab4 des ILVs permet un recyclage direct des matériaux depuis
la zone tubulaire de I'EE jusqu’a la MP (3) tandis que Rab22 permet un transit par 'endosome
de recyclage (RE, pour recycling endosome) avant un adressage a la membrane par Rab11 (4).
Les molécules recyclées via ce tri rapide, sont généralement des solutés extracellulaires ou des
composants de la membrane plasmique, qui procéde au recyclage d’au moins 50% de sa
surface chaque heure (Hong 2019; Huotari et Helenius 2011).

En vue d’une dégradation des produits non recyclés, 'endosome va maturer depuis la
périphérie jusqu’au centre de la cellule suivant les microtubules (MTs) érigés le long de la zone
périnucléaire grace au centre organisateur des microtubules (MTOC, pour microtubule
organizing center). Le domaine vacuolaire de I'endosome qui est le centre de la maturation va
s’acidifier et contenir de plus en plus d’ILVs au vu de son devenir en endosome maturant (ME,
pour maturing endosome) puis en endosome tardif (LE, pour late endosome) aussi appelé
corps multivésiculaire (MVB, ou encore endosome multivésiculaire ; MVE) (5). Ce phénoméne
de maturation est possible grace a plusieurs étapes clés dont 1) la perte progressive de Rab5
pour l'adoption de Rab7, 2) I'apport par le réseau trans du Golgi (TGN, pour trans-Golgi
network) depuis le ER des hydrolases lysosomales indispensables a la dégradation
endolysosomale (6), et 3) la rétractation des extensions tubulaires mettant fin a sa capacité de
recyclage vers la membrane (Huotari et Helenius 2011).

Il est a noter qu’il existe des mécanismes de recyclage tardifs, permettant une derniere
fois au cargo des ILVs d’échapper a leur dégradation. L'un dépendant du rétromere, assure un
transport entre I'endosome a différentes maturités et le TGN (7), qui a son tour va favoriser un
réadressage a la membrane d’une partie des ILVs (8) (Cullen et Steinberg 2018; Hong 2019;
Huotari et Helenius 2011).

Le LE/MVB suite a sa maturation est également capable de fusionner avec le lysosome mais
aussi avec la membrane plasmique (MP). Aprés adressage et migration jusqu’a la MP le long
des MTs dépendante de la kinésine et des protéines de transport ORP1L (pour oxysterol-
binding protein-related protein 1L) et Rab27, le LE/MVB pourra délivrer ses ILVs dans le milieu
extracellulaire devenant ainsi des exosomes (9) (Huotari et Helenius 2011; van Niel et al.

2022).
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La fusion est un mécanisme essentiel au LE/MVB qui lui permet de délivrer au lysosome
les hydrolases et le contenu a dégrader, devenant — par une fusion partielle dite « kiss and
run » ou complete — I'endolysosome maintenant porteur de Rab9 et du marqueur lysosomal
Lamp-1 (pour lysosomal associated membrane protein). Cet endolysosome adopte également
un pH entre 4,5 et 5,5 qui est optimal pour I'activation des hydrolases digestives (10) (Cesar-
Silva et al. 2022; Yang et Wang 2021). Son travail effectué, le LE/MVB peut se séparer du
lysosome qui retrouve un pH plus neutre, inactivant les hydrolases qu’il stockera jusqu’a la

prochaine fusion (11) (Huotari et Helenius 2011).

La voie de l'autophagie en association avec le lysosome permet le nettoyage
intracellulaire en procédant a la dégradation sélective d’organites endommagés comme le
réticulum endoplasmique ou les mitochondries mais aussi a I'élimination de molécules
accumulées comme cela est le cas dans des pathologies neurodégénératives telles que le
syndrome de Sanfilippo ou la maladie d’Alzheimer (AD, pour Alzheimer’s disease) (Cao et al.
2019; Eskelinen et Saftig 2009). La sélection autophagique se fait a I'aide d’un systéme de
reconnaissance de la molécule qui peut étre marquée par des phospholipides ou encore
conjuguée avec quatre protéines d’ubiquitine (Ub), comme c’est le cas pour certaines
protéines qui n‘ont pas directement été dégradées par le complexe protéasome (Dikic et Elazar
2018).

Egalement dépendante d’une faible teneur en nutriments cellulaires, 'autophagie non
sélective permet le catabolisme de métabolites cytoplasmiques comme des protéines, lipides,
acides nucléiques apportant rapidement de I'énergie a la cellule (Mejlvang et al. 2018).

Le processus commence par la formation d’'une double membrane lipidique appelée le
phagophore (1’) qui va englober les produits de dégradation par l'utilisation d’'un complexe
des protéines Atg (pour autophagy-related gene) 12, 5 et 16 et de LC3-A qui par sa conjugaison
a la phosphatidyléthanolamine (PE) deviendra LC3-B et entrainera la fermeture du phagophore
en autophagosome (2’) (Cesar-Silva et al. 2022; Dikic et Elazar 2018).

De la méme maniere que pour I'endosome, l'autophagosome suivra un cycle de maturation,

de fusion (3’) et de fission (4’) avec le lysosome.

Malgré toutes les découvertes a ce sujet, la voie endolysosomale reste complexe avec

I’émergence de nouveaux acteurs comme les LROs (pour lysosome-related organelle) aussi
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appelés ELROs (pour endolysosome-related organelle) qui partagent des caractéristiques
communes avec le lysosome. Puisqu’ils sont a l'origine d’'un mécanisme que l'on appelle
exocytose lysosomale, ils sont souvent associés aux MVBs, dont ils pourraient provenir (Reddy,
Caler, et Andrews 2001). Ces LROs sont retrouvés dans un vaste nombre de types cellulaires et
ont des fonctions associées principalement a I'immunité innée de par leur capacité de
stockage et de sécrétion de molécules impliquées dans la médiation de l'inflammation, la
dégradation de pathogenes ou de macromolécules ou encore le recrutement plaquettaire. De
maniere évidente, leur dysfonctionnement conduit a des désordres inflammatoires et auto-
immuns (Figure 2) (Banushi et Simpson 2022; Delevoye, Marks, et Raposo 2019; Huizing et al.
2008; Platt et al. 2018; Saftig et Klumperman 2009; Settembre et al. 2013).

Lensemble de ces mécanismes sont étroitement liés avec la biogenese, la sécrétion et
le devenir des vésicules extracellulaires, qui seront largement détaillées dans la troisieme
partie bibliographique (page 68).

Cells containing LROs LROs Clinical features
when defective
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and bacterial infections
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Endothelial cell —=—~= ———> Weibel-Palade bodies ——> Bleeding diathesis
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Figure 2 : Différents LROs en fonction du type cellulaire et les troubles associés
D’apres Platt et al. 2018.
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1.1.2 Structure et fonctions du lysosome

D’un point de vue morphologique le lysosome est une vacuole mesurant entre 100 et
1000 nm composée d’une simple membrane lipidique riche en phospholipides et pauvre en
cholestérol. La membrane est protégée sur sa face interne par un glycocalyx constitué de
polysaccharides, permettant ainsi d’isoler son contenu intraluminal acide (Figure 3) (Bright,
Davis, et Luzio 2016; Schulze, Kolter, et Sandhoff 2009; Settembre et al. 2013).

Au niveau membranaire, le lysosome exprime un large éventail de protéines formant
des canaux ioniques, pompes, récepteurs ou méme transporteurs, lui permettant de remplir
ses fonctions cellulaires dont la premiére est de toute évidence la dégradation (Ballabio et
Bonifacino 2020; Platt et al. 2018).

Les protéines les plus représentées sont Lamp-1 et 2, exprimées a pas moins de 80% de la

surface du lysosome et utilisées comme marqueurs spécifiques. Lamp-1 permet son transport
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Figure 3 : Structure du lysosome
D’aprés Platt et al. 2018.
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intracellulaire dépendant d’un ancrage aux MTs et Lamp-2 va étre essentiel dans une voie
autophagique alternative, I'autophagie médiée par les chaperonnes en prenant en charge le
transport intraluminal de protéines & dégrader. Evidemment, il présente aussi des protéines
transmembranaires impliquées dans la fusion et la migration telles que les Rabs et les SNAREs
déja évoquées précédemment.

La présence de sa pompe V a protons combinée aux canaux cationiques comme MCOL1 (pour
mucolipin TRP cation channel 1) ou TPC2 (pour two-pore channel 2) permettant I'efflux de
calcium dans le cytosol sont obligatoires a la régulation et au maintien de son pH acide.
Egalement, le calcium et MCOLN1 joueront un rdle central dans la reformation du lysosome
apres fission avec I'endosome. (Saftig et Klumperman 2009; Settembre et al. 2013; Winchester

2001; Yang et Wang 2021).

Longtemps surnommé la « poubelle cellulaire » puisque considéré seulement par sa
capacité dégradative, les derniers travaux sur le lysosome ont révélé de nouvelles fonctions
cellulaires de par ses nombreuses interactions avec d’autres compartiments cellulaires comme
la mitochondrie (Todkar, Ilamathi, et Germain 2017) ou le noyau (Ballabio 2016; Settembre et
al. 2012) et dont I'acteur central serait le « master gene » TFEB (pour transcription factor EB)
(Perera et Zoncu 2016).

A travers la machinerie LYNUS (pour lysosome nutrient sensing), véritable senseur de
nutriments le lysosome est un centre régulateur important dans le métabolisme des lipides et

de I'autophagie (Figure 4). Lors de carence cellulaire, le complexe mTORC1 (pour mammalian

LYNUS machinery /’_\
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Figure 4 : La machinerie LYNUS et la régulation de la transcription de TFEB
D’apres Settembre et al. 2013.
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target of rapamycin complex 1), en permettant le relargage de Ca2+ dans le cytosol par
MCOLN1, va activer par un rétrocontrdle positif transcriptionnel de TFEB la production
d’énergie par la mitochondrie grace a la B-oxydation lipidique. MCOLN1 est aussi réactif au
stress cellulaire médié par la production mitochondriale de ROS, et de la méme maniéere la
transcription de TFEB va induire l'autophagie de mitochondries qui seraient défectives.

(Settembre et al. 2008, 2013; Todkar et al. 2017).

Plus largement, il a été montré que TFEB régie un réseau CLEAR (pour coordinated
lysosomal expression and regulation) comprenant de nombreuses enzymes responsables de
la dégradation de substrats. De maniere intéressante, par le biais de I'autophagie selon le
méme mécanisme décrit précédemment, la surexpression de TFEB permet la clairance de
substrats accumulés dans de nombreux modéles de maladies tels que les maladies

neurodégénératives (MND) (Ballabio 2016; Palmieri et al. 2011; Settembre et Medina 2015).

Le lumen du lysosome peut contenir pas moins de 60 hydrolases différentes dont
I'activité catalytique est possible a pH acide suite a la fusion avec lI'endosome ou
I'autophagosome.

Apres leur synthese dans I'ER, les hydrolases sont transférées dans I'appareil de Golgi ou elles
vont subir des modifications post-traductionnelles dont l'ajout d’un résidu mannose-6-
phospate (M6P), pouvant se lier a son récepteur M6P (MPR) dans le TGN. Ce couple ligand-
récepteur va étre adressé via une vésicule recouverte de clathrine aux endosomes en
maturation, capables de dissocier I'enzyme de son récepteur pour finalement la confier au
lysosome leur de sa fusion avec ce dernier.

Il existe aussi deux autres voies non canoniques pour ce transport protéique au lysosome,
concernant des enzymes impliquées dans le catabolisme des lipides : celle dépendante du
récepteur lysosomal Limp-2 (pour lysosome integral membrane protein 2) pour la prise en
charge sélective de la B-glucocérébrosidase (BGC) ou celle utilisant la sortiline pour capter la
forme pro de la saposine et la sphingomyélinase acide.

Ces enzymes lysosomales peuvent étre des protéases, des lipases, des nucléases ou
encore des glycosidases capables de cliver par hydrolyse un large panel de molécules. La perte
de fonction de ces enzymes sera a l'origine de défauts de dégradation de substrats cellulaires

puis a la surcharge du lysosome entrainant des dysfonctions cellulaires majeures a l'origine de
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pathologies sévéres appelées les maladies de surcharge lysosomales (MSL) (Braulke et

Bonifacino 2009; Griffiths et al. 1988; Saftig et Klumperman 2009; Settembre et al. 2013).

1.2 LES MALADIES DE SURCHARGE LYSOSOMALE

En 1963, Henri-Géry Hers qui faisait partie du groupe de De Duve lors de la découverte
du lysosome, continua d’étudier le catabolisme des sucres. |l a observé que I'absence d’activité
de I'enzyme a-glucosidase acide (ou maltase acide) résulte en I'accumulation de glycogéne
dans des tissus musculaires de patients atteints d’'une maladie d’origine génétique, la
glycogénose de type Il ou maladie de Pompe, d’abord décrite par le docteur Pompe. En
montrant que le glycogene était fortement concentré dans les lysosomes ou I'enzyme a-
glucosidase acide est normalement active, il a ainsi découvert la premiere MSL (De Duve 2005;

Hers 1963, 1965).

Les MSLs appartiennent a un large groupe d’au moins 70 pathologies. Elles ont une
causalité trés hétérogéne mais la majorité de ces maladies résulte d’un défaut d’activité d’'une
I’hydrolase, entrainant 'accumulation du substrat qu’elle catabolise, comme le glycogéne, les
mucopolysaccharides (aussi appelées glycosaminoglycanes ou GAGs), les sphingolipides et
autres lipides, et les glycoprotéines. Elles sont classées en fonction du substrat accumulé et
ainsi nommées respectivement les glycogénoses, mucopolysaccharidoses, sphingolipidoses,

ou les glycoprotéinoses et oligosaccharidoses (Tableau 1) (Platt et al. 2018).

La surcharge du lysosome peut aussi faire suite a un défaut d’adressage des enzymes
fonctionnelles depuis le TGN, comme c’est le cas des mucolipidoses de type Il et Ill ou la
dysfonction de I'enzyme N-acetylglucosamine-1-phosphotransferase (GIcNAc-PTase) dans le
cis-Golgi empéche la formation du résidu M6P essentiel au transfert de I’hydrolase (Dogterom
et al. 2021).

Labsence d’une protéine membranaire lysosomale comme un transporteur ou un canal
ionique va aussi provoquer des surcharges de métabolites dégradés en impactant leur export.

Ces défauts de protéines membranaires peuvent également affecter le maintien du pH qui est
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Tableau 1 : Différents types de maladies de surcharge lysosomale
Adapté de Platt et al. 2018.

Type of lysosomal storage disorder | Diseases

Sphingolipidosis Fabry disease / Faber lipogranulomatosis / Gaucher disease types |, ll, lll and perinatal lethal form / GM1
gangliosidosis types I, Il and 1ll / GM2 gangliosidosis Tay-Sachs disease, Sandhoff disease and GM2 activator
deficiency / Globoid cell leukodystrophy (also known as Krabbe disease) / Metachromatic leukodystrophy /
Niemann—Pick disease types A and B

Mucopolysaccharidosis MPS | Hurler syndrome, Hurler-Scheie syndrome and Scheie syndrome / MPS Il (also known as Hunter
syndrome) / MPS types Ill A, B, C and D (also known as Sanfilippo syndrome A, B, C and D) / MPS IV types A
and B (also known as Morquio syndrome A and B) / MPS VI (also known as Maroteaux—Lamy syndrome) /
MPS VIl (also known as Sly disease) / MPS IX

Glycogen storage disease (GSD) GSD Il also known as Pompe disease
Glycoproteinosis and a-Mannosidosis types 1,1l and Il / B-Mannosidosis / Fucosidosis / Aspartylglucosaminuria / Schindler
oligosaccharidosis disease types | (also known as infantile-onset neuroaxonal dystrophy), type Il (also known as Kanzaki

disease), and type Il / Sialidosis type | (also known as cherry-red spot myoclonus syndrome) / Sialidosis
type Il (also known as mucolipidosis I) / Galactosialidosis

Lipid storage diseases Acid lipase deficiency (Wolman disease and cholesterol ester storage disease)

Post-translational modification Multiple sulfatase deficiency / Mucolipidosis Il a/B I-cell disease and pseudo-Hurler polydystrophy /
defects Mucolipidosis Illy variant pseudo Hurler polydystrophy

Integral membrane protein Cystinosis, Danon disease / Action myoclonus-renal failure syndrome / Sialic acid storage disease 1SSD /
disorders Niemann-Pick / Mucolipidosis IV

Neuronal ceroid lipofuscinosis CLN types 1 to 14

(CLN1 is also known as Haltia—Santavuori disease and INCL / CLN2 as Jansky—Bielschowsky disease / CLN3
as Batten—Spielmeyer—Sjogren disease / CLN4 as Parry disease and Kufs type A and B / CLN6 as Lake—
Cavanagh / CLN12 as Kufor—Rakeb syndrome)

LRO disorders Hermansky—Pudlak disease types 1 to 9 / Griscelli syndrome 1 (also known as Elejalde syndrome) and 2 /
Chédiak—Higashi disease

essentiel a l'activité des hydrolases solubles ou directement entraver la biogenése du
lysosome.

Quant aux céroides lipofuscinoses neuronales, elles forment un groupe de 13 maladies
neurodégénératives particulier, puisque la dysfonction du lysosome peut étre due a chacun de
ces niveaux d’altérations décrits.

Finalement, une partie des MSLs est liée aux défauts de LROs, de leur biogenése a leur trafic
intracellulaire en passant par I'adressage de leur protéines synthétisées de novo, comme c’est
le cas dans la maladie de Hermansky-Pudlak ou les mélanocytes défectueux causeront
I'albinisme du patient (Para, Bose, et Pshezhetsky 2020; Parenti, Medina, et Ballabio 2021;

Platt et al. 2018; Vitner, Platt, et Futerman 2010).

Les MSLs font partie du groupe des erreurs innées du métabolisme, causées par des
mutations monogéniques dont la plupart sont transmises de maniére autosomique récessive
et seulement trois sont liées a I’X. Lorsqu’elles sont considérées séparément, les MSLs sont
décrites comme des maladies rares, mais leur incidence globale est d’une naissance pour

5000, les rendant plutot fréquentes. Les plus représentées sont les maladies de Pompe, Fabry,

38



PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE

Gaucher et la leucodystrophie métachromatique avec une incidence supérieure a une
naissance pour 50000.

L'age de développement de la pathologie est trés variable, ce qui conditionnera la

sévérité, la nature des symptdémes et le diagnostic, mais de maniére générale les premieres
atteintes se manifestent déja chez le nourrisson ou dans I'enfance.
Les MSLs ont des affections nombreuses et diverses, qui peuvent étre périphériques avec
généralement des anomalies musculosquelettiques, hépatospléniques ou cardiaques, ou
centrales avec des atteintes séveres du systéeme nerveux central (SNC). Plus de la moitié des
patients présentent des atteintes neurologiques, et les MSLs représentent ainsi la cause
majeure de développement d’'une MND chez I‘enfant (Platt et al. 2018).

En outre, la plupart des patients présentent des organomégalies, des malformations

squelettiques et des dysmorphies faciales identifiables par un qui permettra d’orienter le
diagnostic vers une MSL. Afin de confirmer le diagnostic, 'examen clinique sera combiné avec
un examen biochimique par dosage urinaire ou sanguin du métabolite puis quand cela est
possible par dosage de I'activité enzymatique.
La confirmation du diagnostic peut aussi se faire par séquengage NGS (pour next-generation
sequencing) qui cible les génes codant pour les hydrolases connues afin d’identifier la
mutation a l'origine de la baisse ou de I'absence de leur activité enzymatique. Lidentification
de la mutation sera essentielle au conseil génétique qui peut étre consulté dans le cas d’'une
fratrie ou pour effectuer un diagnostic prénatal au sein d’'une méme famille (Filocamo et
Morrone 2011; Héron et al. 2011; Kingma, Bodamer, et Wijburg 2015; Michaud et al. 2020;
Platt et al. 2018).

Malheureusement, dans le cas de nombreuses MSLs, les signes cliniques et physiques
apparaissent tardivement ou encore s’apparentent a d’autres pathologies, pouvant mener a
une errance diagnostique. Si bien que dés que le diagnostic est statué, les atteintes sont déja
irréversibles rendant la perspective thérapeutique treés restreinte. Ce qui ne permet
généralement pas un traitement étiologique efficace et sont alors proposées des thérapies afin
de contrer l'avancée rapide des symptdmes. Or, plusieurs stratégies thérapeutiques sont a
I'étude ou permettent déja la guérison de certaines MSLs comme les thérapies par
remplacement de I'enzyme défectueuse (ERT pour enzyme replacement therapy), par des

petites molécules pour la réduction de production du substrat (SRT pour substrate reduction
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therapy) ou la prise en charge par protéine chaperone de I'enzyme mal conformée (CT pour
chaperone therapy). Sont possibles également le traitement par greffe de cellules souches
hématopoiétiques (HSCT pour haematopoietic stem cell therapy) ou par thérapie génique (GT
pour gene therapy). Ces options thérapeutiques seront développées dans la partie
bibliographique sur la MPS Ill (page 44 a 49).

Ce constat rend primordial le développement d’un outil permettant le diagnostic plus précoce
et offrant une prise en charge optimale au patient. Dans certains pays, mais pas encore en
France, la stratégie de dépistage néonatal est en plein développement dans le cas de certaines
MSLs pour lesquelles un traitement efficace peut étre proposé si le diagnostic est prononcé
avant l'apparition des symptdémes, comme c’est le cas de la mucopolysaccharidose de type |

(MPS 1) et de la maladie de Pompe (Clarke et al. 2020; Gelb et al. 2018; Kingma et al. 2015).

1.3 LES MUCOPOLYSACCHARIDOSES

Les mucopolysaccharidoses (MPSs) résultent de l'incapacité du lysosome a dégrader
les GAGs qui sont des sucres essentiels dans de nombreuses fonctions de la cellule et de la
matrice extracellulaire (MEC). Elles se distinguent en fonction du ou des GAGs accumulés,
c’est-a-dire la chondroitine sulfate (CS), le dermatane sulfate (DS), I’'héparane sulfate (HS), le
kératane sulfate (KS) ou l'acide hyaluronique (HA). Elles sont classées en 7 types cliniques et
suivant la mutation de 11 genes différents codant chacun pour une enzyme spécifique. Seule
la MPS Il ou syndrome de Hunter est causée par une mutation récessive d’'un gene présent sur

le chromosome X, toutes les autres ont une transmission autosomique récessive (Tableau 2).

Les MPSs sont considérées comme des maladies rares puisque leur incidence moyenne
est comprise entre 1/100000 a 1/250000 naissances, sauf pour la MPS IX ou syndrome de
Natowicz qui est extrémement rare. La prévalence qui représente I'ensemble des cas relevés
dans les différentes MPSs, varie en fonction de la zone géographique, par exemple, la MPS ||
est beaucoup plus fréquente en Asie de I'Est qu’ailleurs dans le monde, tandis que la MPS |

serait plus représentée dans les pays scandinaves, ou encore la MPS Ill dénombre plus de cas
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Tableau 2 : Classification des mucopolysaccharidoses

D’aprés Heon-Roberts et al. 2020, Kaboyashi 2019, Michaud 2020, et Platt et al. 2012 et 2018. IDUA :
a-L-lIduronidase, IDS : Iduronate 2-sulfatase, SGSH : N-Sulfoglucosamine sulfohydrolase, NAGLU : N-
Sulfoglucosamine sulfohydrolase, HGSNAT : Heparan-a-glucosaminide-N-acetyltransferase, GNS : N-
acetylglucosamine-6-sulfatase, GALNS : N-acetylgalactosamine-6-sulfatase, GLB: B-galactosidase,
ARSB : Arylsulfatase B, GUSB : B-Glucuronidase, HYAL1 : Hyaluronidase 1. AR : Autosomal recessive
inheritence, XLR : X-linked inheritance. CS : Chondroitin sulfate, DS : Dermatan sulfate, HS : Heparan
sulfate, KS : Keratan sulfate, HA : Hyaluronic acid. HSCT : Hematopoetic stem cell therapy, ERT : Enzyme
replacement therapy, SRT : Substrate reduction therapy, S/S : Symptomatic and supportive therapies.

. Lysosomal ) . .
Clinical . Genetic GAG CNS Somatic | Approved | Mean birth
Syndrome protein defect ) Onset ) | A L.
type form accumulation disease disease therapies incidence
(Gene symbol)
Hurler Infantile Severe HSCT 1:100,000
] IDUA AR DS/HS ] Noneto | Severe
Scheie Juvenile . ERT 1:100,000
mild
Infantile, None to
1l Hunter IDS XLR DS/HS ) Severe ERT 1:140,000
Juvenile severe
A SGSH Late infantile
s NAGLU Juvenile
Sanfilippo AR HS - Severe Mild S/S 1:100,000
nc HGSNAT Juvenile
o GNS Juvenile
IVA GALNS KS/CS Late infantile ERT
Morquio AR Late infantile, None Severe 1:200,000
IVB GLB KS . R S/S
juvenile
Marot - Late infantil
\Y| arotraux ARSB AR DS ate !n an.l € None Severe ERT 1:240,000
Lammy and juvenile
Infantile and
Vil Sly GUSB AR DS/CS/HS ) X Severe Severe ERT 1:250,000
late infantile
. . Mild to
IX Natowicz HYAL1 AR HA Juvenile None S/S Extremly rare
moderate

en Europe de I'Est et du Sud. De maniére générale les MPSs sont tres représentées en Arabie

Saoudite, au Brésil ou en Australie (Celik et al. 2021; Khan et al. 2017).

A I'exception des syndromes de Scheie, Morquio, Marotraux-Lammy et Natowicz, dont
les patients présentent majoritairement voire exclusivement des altérations périphériques, les
premiers symptomes remarqués chez le patient atteint de MPS sont ['hyperactivité,
I'agressivité et les troubles du sommeil, qui refletent I'apparition précoce d'atteintes
neurologiques graves et irréversibles et dont la forme la plus sévére est la MPS 11
Un des problémes majeurs dans la direction du patient vers un diagnostic MPS est que les
symptdémes développés sont tres communs a ceux de maladies du neurodéveloppement
conduisant le médecin a explorer d’autres pistes telles que des pathologies liées aux troubles

de l'attention, de I’hyperactivité ou encore du spectre autistique.
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Progressive cognitive decline, behavioral
problems, sleeping and speech disorders

l

Coarse facial features, recurrent infection,
epilepsy, thick hair, orthopedic malformations

l

Radiography and
suspicion of MPS

|

High urinary
glycosaminoglycans?

Y‘es/ No

Measurement of disaccharides Clinical suspicion
and enzyme activity analysis of gene disorder
Diagnosis of MPS III Other MPS
(molecular analysis to \ Refer to a specialist in
confirm mutations) metabolic diseases

|

Observation of the symptoms evolution and refer to a
specialist in metabolic diseases to decide the treatment

Figure 5 : Parcours diagnostic des patients MPS Il
D’aprés Andrade et al. 2015.

Mais, a l'instar de la plupart des MSLs, les patients MPS présentent une dysmorphie
faciale avec des traits épais et une hypertrichose mais qui apparaissent assez tardivement et
se développent avec I'Age. Egalement, une des caractéristiques communes aux MPSs est la
posture courbée des patients traduisant la présence de malformations squelettiques mais qui
elles aussi peuvent étre apparentées a des retards de croissance et trompent le diagnostic du
pédiatre qui peut étre statué tard dans I'enfance ou pendant I'adolescence du patient,

compliquant la prise en charge thérapeutique pour les formes séveres et tardives.

Le parcours diagnostic d’'une MPS commence par la confirmation des suspicions a
I'examen clinique et notamment des altérations orthopédiques par radiographie, ce qui

permet de demander un dosage des GAGs dans les urines (Piraud et al. 1993). Le type de GAGs
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accumulés oriente vers un type de MPS puis le dosage de l'activité enzymatique permet la
confirmation du diagnostic mais aussi d’évaluer si une activité résiduelle est présente afin
d’adapter au mieux la perspective thérapeutique a proposer au patient (Figure 5) (Andrade et

al. 2015; Michaud et al. 2020; Para et al. 2020; Winner et al. 2023).

Comme pour certaines MSLs, les options thérapeutiques sont encore tres limitées, et
seulement des patients diagnostiqués suffisamment jeunes et atteints de certains types de
MPS (1, Il, IV A, VI, VII) peuvent bénéficier d’ERT ou de HSCT qui permettra d’augmenter leur
espérance de vie (Tableau 2) (Michaud et al. 2020; Platt, Boland, et van der Spoel 2012).

1.4 LES GLYCOSAMINOGLYCANES ET L'HEPARANE SULFATE

1.4.1 Synthese et structure des glycosaminoglycanes

Les glycosaminoglycanes (GAGs) ou mucopolysaccharides sont des sucres hydrophiles
exprimés au sein de la MEC qui entoure et soutien I'ensemble des types cellulaires. Couplés a
des protéines, ils forment des protéoglycanes (PGs) ancrés ou non dans la membrane
plasmique (MP) et ont des réles primordiaux dans la signalisation cellulaire tels que la
croissance, le développement ou la transduction du signal. De plus, en établissant
I'architecture de la MEC, les GAGs assurent le maintien des cellules en son sein.

Les GAGs sont des chaines d’unités disaccharidiques répétées, chargées négativement,
linéaires et sans ramifications. Leur charge négative est conditionnée par leur teneur en
groupements acides, leur niveau de sulfatation et leur longueur. Celle-ci avoisine la centaine
de nm et peut varier de 20 a 200 unités disaccharidiques qui équivaut a un poids moléculaire
entre 5 a plus de 100 kDa pour la plupart.

Chaque unité est composée d’un groupement d’acide uronique (acide iduronique (IdoA) ou
acide glucuronique (GlcA)) ou d’un galactose puis d’une hexosamine N-acétylée (glucosamine
(GIcNAC) ou galactosamine (GalNAc)), dont la nature va permettre de les classer en 5 groupes :

I'HS, la CS, le DS, le KS et 'HA (Tableau 3).
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L'HA est particulier car il n’est ni sulfaté, ni rattaché a une protéine et peut peser jusqu’a 8000
kDa avec plus de 2500 unités disaccharidiques. L'HS présente un isoforme structural appelé
I’"héparine, qui est un GAG intracellulaire deux fois plus sulfaté et acide que I’'HS et avec un
groupement IdoA a la place du GIcA (Afratis et al. 2012; Bandtlow et Zimmermann 2000;
Gandhi et Mancera 2008; Vynios, Karamanos, et Tsiganos 2002).

A l'exception du KS et de I'HA, les chaines de GAGs sont synthétisées dans I'appareil de
Golgi de maniere séquentielle par I'ajout d’unité disaccharidique aprés leur liaison a leur
protéine cceur qui sont-elles synthétisées dans le réticulum endoplasmique (ER).
Lattachement des GAGs a leur protéine se fait par un point d’ancrage constitué d’un résidu
sérine (Ser) couplé a une liaison tétrasaccharidique composée d’un xylose (Xyl), deux
galactoses (Gal) et un GIcA (Figure 6). La synthése de cette liaison est catalysée par l'activité
des enzymes UDP-Xyl transférase, UDP-Gal transférase | et Il, UDP-GIcA transférase |

respectivement.

Tableau 3 : Les différents types de glycosaminoglycanes

Tableau créé d’aprés Gandhi et Mancera 2008 et Prydz et Dalen 2000. Les différents sites de sulfatation
sont encadrés en rouge.

Uronic acid Molecular
Glycosaminoglycan Dissacharide units or Hexosamine weight Characteristics | Repartition
Galactose (kDa)
‘coo z‘:mpi‘{f Basement
2T No 2] D-glucuronic D-glucosamine Major membrane and
Heparan sulphate N §}>H il ?}—of afid (GIcA) g(GIcNAc) 10-70 component of as a ubiquitous
HoOH Ho NH ECM in mammals | component of
GlcA B(1—4) GleNAc af ( cell surfaces
Most abundant
coo CHABH: GAG in the body
HA H0: 0 ) ) Bind to proteins Cartilage
ke o/ N D-glucuronic | D-galactosamine P ’
Chondroitin sulphate | \\" /1 ") O\ afid (GlcA) g(GaINAc) 5-50 (like collagen) to tendon,
Mo OH H  NHCOCH, form ligament, aorta
GleA p(1-3) GalNAc p(1—4) proteoglycan
aggregates
. . . Skin, blood
Dermatan sulohate L-iduronic D-galactosamine 15-40 Most abundant vessels. heart
P L & acid (IdoA) (GalNAc) GAG in the skin !
H  NHCOCH, valves, lungs
1doA a(1-3) GalNAc p(1—4)
Galactose D-glucosamine Most cca?';irllaeale
Keratan sulphate g 4-19 heterogeneous g
(Gal) (GIcNACc) GAG (aggregated
with CS)
Non-sulphated . .
coor —— P Synovial fluid,
e Non-covalently .
HA—a Wl o vitreous
\Q H O\}*/\H H \O\ D-glucuronic D-glucosamine attached to humour,
Hyaluronic acid —"H  HoO Y1 . 4-8000 roteins in the !
v W OH \i e acid (GlcA) (GIcNAC) P ECM ECM oflqose
GleA B(1-3) GleNAc B(1—4) Also found in co:izsﬁtelve
bacteria
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Endosulfatases i IDUA (MPS 1)
m-SHP{K
-S/—]DS(MPSII)
m-H{s 1
Endosomal pathway
Q Core protein O Xylose A Galactose f;ilin;umnic D Glucosamine I:t;:i“"ic
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Figure 6 : Voies de synthése et de dégradation des protéoglycanes d'héparane sulfate
D’apreés Benetd et al. 2020.

Le devenir du GAG synthétisé sur ce tétrasaccharide va étre déterminé par deux activités
enzymatiques distinctes. La GIcNACT | (pour N-acétyl glucosamine transférase |) — dépendante
des deux génes EXTL2 et EXTL3 — par I'ajout d’'un GIcNAc va amorcer la syntheése d’'une chaine
HS ou héparine et la GaINAcT | (pour N-acétyl galactosamine transférase 1) qui en ajoutant un
GalNAc va potentialiser la synthese d’une chaine DS ou CS (Beneto et al. 2020; Prydz et Dalen
2000; Sarrazin, Lamanna, et Esko 2011). La préférence pour le type de GAG synthétisé est régie
par la nature de la protéine mais aussi selon différents mécanismes de régulation, tels que la
conformation du premier sucre ajouté sur le tétrasaccharide ou par le contréle du transport
dans le Golgi des UDP- transférases. Egalement, des modifications secondaires du
tétrasaccharide peuvent avoir lieu avec I'addition de résidus d’acides aminés sur la Ser, la
modification de ses sucres par phosphorylation, sulfatation ou épimérisation (Prydz et Dalen

2000).
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1.4.2 Structure, classification, fonctions, dégradation des
protéoglycanes d’héparane sulfate

Suite a I'ajout du premier résidu GIcNAc, le squelette du protéoglycane d’HS (HSPG)
prend forme grace a la prise en charge par le complexe enzymatique EXT1/2 de I'élongation
du polymeére d’HS permettant I'addition alternée d’un résidu GlcA ou d’un GIlcNAc.
Finalement, le GAG synthétisé va subir plusieurs types de transformations comme le transfert
d’un groupement sulfate par sulfatation, la modification d’'un GIcNAc en glucosamine (GIcN)
par désacétylation ou d’un GIcA en IdoA par épimérisation (Benetd et al. 2020).

Ces modifications définies par ce qu’on pourrait appeler le « HS code » — a l'instar de I’
« histone code » au niveau épigénétique — vont permettre I'obtention de divers HSPGs qui
seront tissus voire cellules-spécifiques. Mais surtout, ces modifications vont offrir aux HSPGs
de nombreuses possibilités d’interactions en créant des sites de liaison aux ligands comme
c’est le cas des facteurs de croissance FGF (pour fibroblast growth factor) par la sulfatation des

HSs (Bishop, Schuksz, et Esko 2007; Biilow et Hobert 2004; Condomitti et de Wit 2018).

Les HSPGs appartiennent a un groupe protéique d’au moins 17 membres avec une
grande variabilité de forme et de taille qui sera déterminante pour le « HS code » et la
définition de leur fonction, puisque leur nature sera dépendante de leur lieu d’adressage apres
leur maturation dans le Golgi. Ainsi, leur zone d’expression va permettre leur classification en
HSPGs transmembranaires (syndécans), ancrés a la MP grace a un motif GPI (glypicans),
associés a la MEC (perlécan, agrine, collagéne XVIII) ou intracellulaires contenus dans une
vacuole destinée a étre sécrétée (serglycine) (De Pasquale et Pavone 2019; Sarrazin et al.
2011). Certains sont méme caractérisés de protéoglycanes « part-time » qui au contraire
des protéoglycanes « full-time » ne sont pas toujours liés a un GAG comme c’est le cas du
récepteur neuropiline-1 (NRP-1) qui au sein du systeme nerveux central (SNC) est exprimé par
le neurone et au cours du développement a un role prépondérant dans le guidage axonal
(Figure 7 et Tableau 4) (Afratis et al. 2012; De Pasquale et Pavone 2019; Prydz et Dalen 2000;
Sarrazin et al. 2011; Zhang, Wang, et Sheng 2016).
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Tableau 4 : Classification des protéoglycanes d'héparane sulfate

D’aprées Colin-Pierre et al. 2022, De Pasquale et Pavone 2019 et Sarrazin et Lamanna et Esko 2011.

Molecular | Nature and
Class Proteoglycan weight number of Repartition Functions
(kDa) GAG chains
3-4 . . .
Syndecan-1 12¢s Radial glia, oligodendrocyte precursor cells
Immature and mature neurons,
Syndecan-2 2-3 )
31-45 oligodendrocytes
3-4 Immature and mature neurons, Growth factor
Syndecan-3 .
1-2CS oligodendrocyte precursor cells co-receptors,
. Adhesion,
Transmembrane Syndecan-4 2-3 Astrocytes, oligodendrocytes
Cytoskeletal
Betaglycan remodeling,
(TGFBIN) 110 1-2 1S or CS Ubiquitously-expressed Migration
“part-time” PG
Neuropilin-1 130 1415 orCS Neurons
part-time” PG
CD44v3 37 1HSand CS Endothelial cells
Neural progenitor cells, immature and mature
Glypican-1 neurons, radial glia, astrocytes, progenitor
and differentiated oligodendrocytes
Glypican-2 Neurons .
Regulation of cell
. Neurons of the spinal cord and dorsal root signaling durin
Membrane- Glypican-3 i g g £
57-69 1-3 ganglia tissue or organ
anchored -
Glvpican-4 Neural progenitors cells, mature neurons, development and
YP radial glia, astrocytes regeneration
Glypican-5 Precursors and mature oligodendrocytes
Glypican-6 Astrocytes
Perlecan 400 1-4 Astrocytes, oligodendrocytes .
Integrity and
Extracellular function of
) Agrin 212 2-3 Axons, dendrites, neuromuscular synapses
matrix basement
Collagen XVIll 150 13 Neuroblasts in the central and peripheral membranes
nervous system
Secretory . 10-15 Mast cells, hematopoietic cells, macrophages, Inflammatory
. Serglycin 10-19 K R .
vesicles and CS endothelial cells and in embryonic stem cells response

La plupart des HSPGs sont impliqués dans la modulation de différentes voies de
signalisation cellulaire de par leur capacité a s’associer au niveau de la surface cellulaire a des
ligands et leurs récepteurs, comme ceux appartenant a la grande famille des FGFs, jouant ainsi
le role de corécepteur.

Egalement, ils se lient aux protéines BMPs (pour bone morphogenetic proteins), Shh (pour
sonic hedgehog) et Wnt, montrant leur role fondamental dans la croissance et le
développement cellulaire et qui plus est au niveau du SNC (Bishop et al. 2007; Colin-Pierre et
al. 2022; De Pasquale et Pavone 2019). Effectivement, ces protéines sont connues pour étre
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essentielles dans la mise en place du neurectoderme pendant le développement
embryonnaire, dans la croissance et le guidage axonal mais aussi la synaptogenéese ayant lieu
apres la mise en place des neurones au sein des couches corticales. La maturation du cortex
fait également appel a des HSPGs extracellulaires exprimés dans la membrane basale, qui en
lien étroit avec les protéines de la MEC vont jouer un role de support aux cellules impliquées
lors de la migration des progéniteurs neuronaux le long de la glie radiaire, mais aussi dans la
croissance et la direction axonale (Beneto et al. 2020; Colin-Pierre et al. 2022; Long et Huttner

2019; Poulain et Yost 2015).

La serglycine, seul HSPG contenu dans des granules sécrétoires, est capable de fixer de
nombreux ligands a la fois grace a sa composition en chaines d’héparine hautement sulfatées.
Elle est largement représentée chez les cellules immunitaires et impliquée dans la réponse

inflammatoire en délivrant des cytokines, chimiokines, protéases ou encore des granules

Basement membrane
Collagen XVIII Agrin
[=——=—=—=n E—
Perlecan
=== |
Extracellular
L e, | E SIS matrix
Estegiycan e 3 Syndecan Glypican
CD44 .
Neuropilin-1 9000 m
Serglycin
Nucleus
Cytoplasm

Figure 7 : Différentes formes de protéoglycanes d'héparane sulfate et leur localisation cellulaire

Figure créée sur BioRender d’apres Colin-Pierre et al. 2022 et Edwards 2021. Les chaines d’HS sont
représentées en jaune et celles de CS en rouge. Lorsque les chaines peuvent étre soit d’HS ou de CS
elles sont représentées vert.
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riches en histamine dans le cas de la régulation de l'allergie par les mastocytes (Bishop et al.
2007; Colin-Pierre et al. 2022; Sarrazin et al. 2011).

Concernant I'inflammation, la serglycine n’est pas le seul HSPG y jouant un réle, puisqu’il a
largement été démontré que les HSs libres, les HSPGs associés a la MEC ou encore
membranaires interagissent et activent directement le récepteur TLR4 (pour Toll-like rceptor
4) et médient une forte réponse pro-inflammatoire de la méme maniére que son ligand
principal le lipopolysaccharide (LPS) bactérien (Ausseil et al. 2008; Collins et Troeberg 2019;
O’Callaghan, Zhang, et Li 2018). L’effet inflammatoire médié par les HSPGs est dépendant de
la sulfatation de ses chaines et peut aussi étre lié a la protéolyse des syndécans
transmembranaires par les métalloprotéinases matricielles (MMPs), permettant de libérer un
ectodomaine soluble du HSPG (Figure 8). Ce dernier sera capable d’induire une signalisation
dans les cellules adjacentes en interagissant avec d’autres récepteurs aussi bien que de
favoriser le transport dans la MEC d’un grand nombre de ligands liés aux domaines sulfatés

des HSs (Betriu et al. 2021).

HSOs

Soluble HSPE By

ectodomain HS chains (10-70 kDa) Endosulfatases
: 0 A
Proteolysis o O N [7 .
(MMPs) v v ® ¢
Plasma membrane ‘ HSPE
HSPG /pro-HSPE | Endocytosis ' J Recycling
_ Early endosome /
/ & ‘, .
= 0 Proteases
U )
Golgi appartus 7 0 HSPE
pro-HSPE - HSPG couple HSOs (~10 kDa)
Degradation
Endolysosome Late endosome
Exoglycosidase o HSPE
Sulfatase < (]
Monosaccharides HSOs (~5 kDa)

Figure 8 : Dégradation des HSPGs
Figure créée sur BioRender d’apres Rabelink et al. 2017 et Yanagishita et Hascall 1992.
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Finalement, qu’il soit soluble ou qu’il provienne de la MP, I'HSPG sera endocyté en vue
de son recyclage a travers la voie endosomale ou bien de sa dégradation lysosomale.
Avant 'endocytose de I’'HSPG, les HSs se verront retirer certains de leurs groupements sulfates
par I'action des endosulfatases et la forme précurseur de I’héparanase (pro-HSPE) va se lier
spécifiguement aux chaines d’HSs et terminer sa maturation dans I'endosome précoce grace
a la cathepsine L. 'héparanase active (HSPE) est une endoglycosidase spécifique du clivage
des disaccharides au niveau de la liaison B entre les résidus GIcA et GIcNAc résultant en la
digestion primaire des HSs en HSOs dans les endosomes précoce et tardif, mais aussi au niveau
extracellulaire puisque I'HPSE peut étre exocytée une fois mature. La partie protéique du PG
est séparée de ces chaines d’"HSO et peut étre recyclée a la membrane ou dégradée par des
protéases. Suite a la fusion avec le lysosome, le pH acide de I'endolysosome va engager la
dégradation totale des HSOs en monosaccharides par l'activité successive de 11 enzymes
spécifiques pouvant étre des exoglycosidases, sulfatases ou acétyltransférase (Figure 6 et 8)

(Rabelink et al. 2017; Yanagishita et Hascall 1992).

Dans le cas des MPSs, l'incapacité de catalyse par I'une de ces 11 hydrolases
lysosomales — déterminée en fonction du sous-type de MPS — va entrainer une surcharge en
fragments d’"HSOs du lysosome qui aura des effets dévastateurs au niveau du métabolisme de
la cellule. Les HSOs s’accumulant aussi dans le milieu extracellulaire entre autres a cause de
I'activité fonctionnelle de I’'HSPE vont se retrouver en grande concentration dans tous les
fluides biologiques y compris dans les urines a partir desquelles la premiere étape du
diagnostic, le dosage des GAGs, de cette maladie sera réalisée (Figure 6) (Benetd et al. 2020;

Goodall et al. 2014).

Comme évoqué précédemment, les HSOs sont largement impliqués dans la
transmission de I'inflammation qui peut étre un des moteurs dans la physiopathologie des
maladies neurodégénératives, comme la MPS lll, par le biais de la microglie, le macrophage
résident du SNC (Ausseil et al. 2008; Martins et al. 2015; Siddiqui, Oshima, et Hippensteel
2022). D’importants travaux ont aussi démontré I'incidence directe des HSPGs dans la maladie
de Parkinson (PD) ou les tauopathies dont la AD, de par leur facilité d’interaction avec la
protéine tau et leur aptitude pour prendre en charge son internalisation par activation de

I'endocytose. Egalement présents au sein des plaques B-amyloides (AB), les HSPGs vont
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potentialiser leur genése et leur aggrégation (Dudas et Semeniken 2012; van Horssen et al.
2003; Snow, Cummings, et Lake 2021). Finalement, une étude récente a méme démontré que
le « HS code » pourrait jouer un role primordial dans la prise en charge de tau en induisant en
fonction des sites sulfatation des chaines d’HS soit I'internalisation, la phosphorylation, ou

encore l'aggrégation de la protéine (Mah et al. 2021).

Lensemble de ces découvertes soutien le role déterminant d’'un défaut du lysosome

dans I'ensemble des maladies neurodégénératives et I'accumulation de molécules altérées.
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2 LA MUCOPOLYSACCHARIDOSE DE TYPE IlI

2.1 CARACTERISTIQUES CLINIQUES

2.1.1 Classification et épidémiologie

Le syndrome de Sanfilippo ou MPS de type Ill est une MPS avec une atteinte
neurologique sévere et tres peu d’atteintes périphériques qui ne découlent pas directement
des symptoémes centraux.

Elle est classée en quatre sous-types A, B, C et D, en fonction de la mutation d’un gene codant
pour l'une des quatre exoglycosidases différentes impliquées dans la dégradation séquentielle
de I'HS: I'héparane-N-sulfamidase (SGSH) dans la MPS llIA, I'a-N-acétylglucosaminidase
(NAGLU) dans la MPS lIIB, I"héparane-acétyl-CoA-a-glucosaminide-N-acétyltransférase
(HGSNAT) dans la MPS 1IIC, et la N-acétylglucosamine-6-sulfatase (GNS) dans la MPS 1lID
(Figure 6 et 8).

Avec une grande hétérogénéité allélique, les mutations différentes sont nombreuses et de
différents types mais conduisent toutes au déficit de I'activité enzymatique et a 'accumulation

d’HS partiellement dégradé (Tableau 5) (Beneto et al. 2020).

Récemment, un nouveau sous-type MPS IIIE a été décrit dans des modeles murin et
canin, est causé par la mutation génique codant pour I'enzyme arylsulfatase G (ARSG) aussi
appelée N-glucosamine-3-O-sulfatase impliquée au méme titre que les 4 autres enzymes dans
le catabolisme de I'HS (Fedele 2015; Kowalewski et al. 2012; Spahiu et al. 2021). Comme la
SGSH, la ARSG permet le retrait d’'un groupement sulfate sur le résidu GIcNAc (Figure 1).

Cependant, cette mutation de 'ARSG n’a pas encore été décrite chez ’lhomme.

Tableau 5 : Différentes types de mutations décrites dans le syndrome de Sanfilippo
D’apreés Benetd et al. 2020.

Gross

Total Missense/ Small Small Small Splicin Gross Isettiona and Complex
Mutations  Nonsense Deletions Insertions Indels P &  Deletions o Rearrangements
Duplications
A (SGSH) 155 118 20 9 1 3 3 1 0
B (NAGLU) 229 167 29 16 1 8 4 4 0
C (HGSNAT) 77 43 6 6 1 15 4 1 1
D (GNS) 25 7 5 4 1 4 2 0 2

52



PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE

Tableau 6 : Classification des MPS 111
D’aprés Andrade et al. 2015, Celik et al. 2021, Héron et al. 2010 et Zelei et al. 2018.

Clinical Incidence Geographic region Frequency | Onset | Age at diagnosis Death
type (mean) with highest prevalence (%) (years) (years, mean) (years)
1A 1:100,000 Northern and Eastern Europe 60 15-4 3.5-49 <20
B 1:200,000 Southern Europe (Greece) 30 1-4 35-49 <20
I c 1:1,500,000 Netherlands, Portugal, Australia 4 3-7 45-19 >20
D 1:1,000,000 Turkey, Italy 6 2-6 8.3 <20

La MPS IlIA est la forme la plus fréquente et présente les symptomes les plus séveres,
qui se manifestent dés la premiere année de vie d’ou son diagnostic généralement plus
précoce, méme si globalement le syndrome de Sanfilippo est diagnostiqué entre 2 et 6 ans.
De plus, les différentes MPS Ill ont une distribution géographique, avec par exemple une plus
grande proportion de cas MPS IlIB dans le sud de I'Europe et plus particulierement en Grece
(Tableau 6) (Andrade et al. 2015; Celik et al. 2021; Fedele 2015; Héron et al. 2011; Muschol et
al. 2022; Valstar et al. 2010; Zelei et al. 2018).

2.1.2 Neuropathologie et I’histoire naturelle de la maladie

Les enfants atteints du syndrome de Sanfilippo, vont acquérir des premiers
apprentissages moteurs et cognitifs a des ages attendus, tels que le déplacement en rampant,
la capacité de marche indépendante ou la mémorisation de quelques mots (Tableau 7).

Or, tres rapidement les jeunes patients présenteront des retards de développement
neurocognitif visibles au moment de I'élaboration de phrases courtes, une compétence qu’ils
n‘acquerront qu’entre 3 et 4 ans, tandis que les enfants non atteints en sont capables entre 2
et 3 ans, mais également de construire des phrases complexes des I'age de 4 ans (Tableau 7 et
Figure 9). Ces retards seront accompagnés de troubles du comportement, de I’"hyperactivité et
du sommeil qui seront pour la moitié des enfants aussi bien causes que conséquences de
I’établissement plus tardif de crises épileptiques généralisées et dans la plupart des cas de type

tonico-cloniques (Scarpa, Lourengo, et Amartino 2017).

53



PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE

Tableau 7 : Histoire naturelle de la maladie en fonction du type de MPS Il

D’aprés Héron et al. 2010. Les dges d’apparition des symptoémes sont exprimés en moyenne.

Loss of
Independant Two-word Onset of Abnormal . Loss relational
. Number of X L. . . independant A )
Clinical type . walking combinaison |cognitive delay behavior . interaction
patients walking
(years) (years) (years) (years) (years)
(years)
1A 76 1.4 3.1 3.2 4.4 111 10.0
1B 16 1.2 3.9 3.7 5.8 16.0 11.2
nc 13 13 3.4 53 5.1 20.3 17.2
1D 6 13 2.3 6.6 7.4 134 13.0

Suivant la progression de la maladie, les enfants MPS Il se verront perdre leurs acquis
causés par des déficits intellectuels de plus en plus lourds qui seront mesurables par le
guotient développemental (DQ) établi selon différents tests cognitifs comme ceux de Brunet-
Lezine, Vineland ou le PEP-3. La chute du DQ est souvent corrélée a une neurodégénérescence
associée a la perte généralisée de la matiére grise composant le cortex et des noyaux gris
centraux et 'augmentation du volume des ventricules, visible par une imagerie a résonnance
magnétique (IRM) cérébrale. Lutilisation de I'IRM et d’évalutation du DQ sont essentiels afin
d’adapter un protocole thérapeutique et pour I'inclusion de patients dans des essais cliniques
(Figure 11) (Deiva et al. 2021; Tardieu et al. 2017; Winner et al. 2023).

La mort neuronale est massive et présente dans de nombreuses structures cérébrales
mais majoritaire dans le cortex — ou elle débute —, la substance noire, le thalamus, le striatum,

le cervelet et le tronc cérébral (Harm et al. 2021). De plus, I'apparition précoce et I'évolution

Systemic disease

» Recurrent dia
Umbilical
; Recu
hernia
a 0 4

Age
g 4

Intellectual disability
Behavioural disturbances

Neurological disease

(years)

Figure 9 : Symptémes neurologiques et systémiques dans la MPS Il
D’apres Seker Yilmaz et al. 2020.
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rapide de la neurodégénérescence finira par conduire a une forme de démence présentant
des caractéristiques communes avec les maladies neurodégénératives de I'adulte. La perte du
langage accompagnée de I'aggravation des troubles de |'audition conduisent les patients vers

une rupture totale sociale avec leur entourage (Tableau 7 et Figure 9).

L'évolution finale de la maladie conduira a une régression motrice quasi totale

entrainant des difficultés de mouvement et de mobilité et obligeant le patient dans ses
dernieres années de vie a recourir a une assistance pour se nourrir et se déplacer.
Les formes les plus séveres de la maladie conduisent au déces avant I'age adulte, tandis que
les formes moins séveres avec une espérance de vie plus longue peuvent mener a des
symptdmes neuropsychiatriques de l'adulte tels que de la dépression ou des troubles
psychotiques (Tableau 7 et Figure 9) (Andrade et al. 2015; Fedele 2015; Héron et al. 2011; Para
et al. 2020).

2.1.3 Stratégies thérapeutiques a I'étude

A I'heure actuelle, aucun traitement étiologique efficace n'existe pour traiter le
syndrome de Sanfilippo, dont le défi majeur consiste a assurer le passage de la barriere
hématoencéphalique (BHE) au traitement curatif. Cette barriére permet a la fois de maintenir
une protection du SNC contre les agents pathogenes circulants par exemple, mais qui
complique le développement de thérapie ayant pour cible le cerveau (Benetd et al. 2020; Kong
et al. 2020; Sawamoto et al. 2019; Seker Yilmaz et al. 2021).

Lavancée de la recherche translationnelle sur les MSLs a tout de méme permis I'amélioration
de la qualité de vie des patients atteints de pathologies comme le syndrome de Sanfilippo ou
seuls les traitements symptomatiques ou de soutien existent. Egalement, 'espérance de vie a
été améliorée pour d’autres MSLs ou des thérapies étiologiques peuvent étre proposées.

Dans tous les cas, en fonction de la mutation génétique la prise en charge s’envisagera suivant

différentes approches thérapeutiques (Figure 10).

L'HSCT par transplantation de moelle osseuse (1) peut étre utilisée dans les maladies

neurologiques et périphériques des les premiers moments de vie comme dans le cas de la MPS
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| (Hurler) ou de la leucodystrophie a cellules globoides (maladie de Krabbe). Cette approche
permet d’apporter au patient des cellules souches d’origines hématopoiétiques avec des
enzymes fonctionnelles. Ces cellules circulantes vont pouvoir migrer et atteindre les tissus
touchés par la maladie, leur permettant de rétablir I'activité enzymatique et la réduction du
substrat. Cette technique permet également un apport en macrophage efficient, capable de
phagocyter et de digérer de grandes quantités de métabolites accumulés.

La HSCT, a I'étude dans les MPS IlIA et B, serait une thérapie intéressante par sa capacité a
remplacer la microglie pro-inflammatoire chronique par une microglie compétente qui par
I'expression de lI'enzyme active est capable de phagocyter et de dégrader les HSOs.
Malheureusement, le processus est trop lent et n'empéche pas les dommages d’étre causés,
rendant tout de méme intéressante sa combinaison a une transplantation de cellules souches
neurales (Ebrahimi et al. 2021) ou a la thérapie génique en utilisant des cellules souches

génétiquement modifiées dont les résultats semblent prometteurs (Holley et al. 2018).

LERT (2) est la plus utilisée des thérapies et est montrée comme étant particulierement

efficace dans le cas des affections pulmonaires, articulaires ou hépatospléniques. Elle est

Figure 10 : Stratégies thérapeutiques dans les MSLs
D’apres Favret et al. 2020.
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proposée dans le cas ou le transport de I'hydrolase est défectueux et peut étre rétablit par une
bonne conformation de I'enzyme avec un résidu M6P.

Dans le cas des MPS Ill, 'ERT n’est pas recommandée, puisque injectée dans la circulation
sanguine systémique, la porosité de la BHE ne permet pas a I'enzyme d’atteindre le SNC,
contrairement a la SRT (5) qui utilise des molécules de petites tailles auxquelles la BHE est

permissive.

La SRT permet de directement inhiber la synthése du substrat accumulé mais

représente directement une limite a cette option puisqu’il faut réussir a garder une balance
physiologique de synthése/dégradation du substrat enzymatique. Dans le cas ou les GAGs
seraient le produit accumulé, I'utilisation des ARNs interférents est a I'étude afin d’'empécher
I'activité des enzymes responsables de la formation de la liaison tétrasaccharidique entre les
GAGs et leur protéine. Egalement, plusieurs molécules comme les isoflavones ont été
proposées telle que la génistéine pour le traitement par voie orale de la MPS IlIA et B. Apres
des phases précliniques encourageantes, des études cliniques montrent que la synthése d’HS
est bien réduite et également que la concentration de HSOs accumulés est diminuée dans les
urines mais pas significativement dans le liquide céphalorachidien (LCR). De plus, il ne
semblerait pas y avoir de diminution de stockage des HSOs dans les neurones et surtout aucun
progres d’'un point de vue neurocomportemental chez I’homme n’a été observé.
Cette stratégie thérapeutique serait applicable dans le cas de mutations ne conduisant pas a
une déficience totale en I'enzyme et qu’une activité résiduelle est présente, ce qui la rendrait
aussi envisageable dans le cas d’une thérapie combinée. En effet, pour une prise en charge
efficace, la combinaison des thérapies peut étre envisagée comme c’est le cas par exemple
avec la GT et la HSCT. Egalement, I'importance d’un traitement complémentaire est soulevé
pour rétablir la fonction d’organites cellulaires altérée suite a la surcharge lysosomale comme
I'autophagie ou de signalisations cellulaires comme l'inflammation qui se trouve souvent
exacerbée dans les MPSs (Beneté et al. 2020; Favret et al. 2020; Kobayashi 2019; Parenti,
Andria, et Ballabio 2015; Platt et al. 2018).

La CT (3) ne peut étre envisagée que dans le cas ol la mutation génétique n‘empéche
pas la synthése protéique mais entraine un défaut post-traductionnel de repliement de

I'enzyme. Uenzyme pourrait étre prise en charge par une molécule chaperonne et la rendre
y y
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fonctionnelle, ainsi certains derniers essais montrent de plus en plus de résultats favorables

dans la MPS llIC par exemple (Matos et al. 2014).

La GT (4) reste la derniére éventualité et celle qui est la plus étudiée puisqu’elle permet

la synthese d’une enzyme fonctionnelle suite a I'apport du gene non muté généralement par
le biais d’un vecteur viral. La thérapie génique est tres prometteuse puisque le rétablissement
de 10 a 15% de l'activité enzymatique serait suffisant pour empécher la surcharge lysosomale
et restaurer le phénotype, si les dégats causés par la pathologie ne sont pas trop avancés. En
effet, ce n’est pas le cas dans les MSLs neuropathologiques puisqu’il faudrait une activité d’au
moins 50% pour inhiber I'accumulation de substrat et éviter des dégats neuronaux.
Récemment il aurait été montré que les personnes présentant une hétérozygotie pour
certaines enzymes, bien qu’elles soient actives, serait un facteur de risque dans le
développement de MND a I'age adulte (Andrade et al. 2015; Para et al. 2020).
Dans le cas des MPS Ill, la GT par supplémentation reste tout de méme 'option thérapeutique
la plus encourageante, puisqu’elle est applicable a I'ensemble des mutations découvertes,
dont les non-sens et faux-sens qui représentent la majorité des mutations (Tableau 5). Seule
certaines mutations non-sens avec un codon STOP éloigné de la séquence codant pour le site
actif de 'enzyme pourraient étre traitées par des thérapies par saut d’exon (Gdmez-Grau et al.
2015).

Initialement, pour contourner la BHE, les vecteurs étaient systématiquement délivrés
dans le SNC par injection directe dans le parenchyme ou dans les ventricules cérébraux
producteurs du LCR permettant une meilleure diffusion dans les différentes structures
cérébrales. Le désavantage majeur de ces sites d’injection est I'aspect tres invasif du geste
chirurgical, avec des effets inflammatoires et toxiques qui peuvent étre néfastes pour le jeune
patient.

De plus, I'essai clinique par GT dans la MPS IlIB a montré que, malgré une nette amélioration
de la production de I'enzyme avec une activité qui persiste au cours du temps, les capacités
intellectuelles et motrices de I'enfant ne sont améliorées que si le traitement a lieu avant que
la maladie ne soit symptomatique (soit avant I'age de 2 ans) et que le DQ est au moins
supérieur a 60 (Deiva et al. 2021; Tardieu et al. 2017). Le patient MPS IIIB 1 a été inclus dans
le protocole de TG a 20 mois, avec un développement neurocognitif proche de celui d’un

enfant non atteint (DQ >70, donnée non montrée) et ne présentait pas de perte de volume
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‘ At inclusion ‘ 48-mo post-op ‘ 66-mo post-op ‘

Figure 11 : Corrélation entre développement cognitif et neurodégénérescence chez deux
patients MPS IlIB traités par thérapie génique

D’apres Deiva et al. 2021. En haut patient 1 et en bas patient 3. A Les courbes représentent pour chaque
patient leur développement cognitif mesuré selon les tests de Brunet-Lezine (courbe a points carrés),
Vineland (courbe a points triangles) et PEP-3 (courbe a points losanges) en fonction de leur age. La
trajectoire du développement neurocognitif des patients est comparée avec le développement
d’enfants non affectés et la moyenne des trajectoires attendues chez des patients MPS IlIA avec une
pathologie a progression rapide. La fleche représente I'age du patient au moment de son inclusion dans
I'essai clinique de TG. B Scans cérébraux par IRM selon une coupe axiale et une pondération en T2.

cérébral contrairement au patient 3 inclus a 30 mois, ce qui a conditionné |'échec de la TG
(Figure 11). En effet, chez le patient 1 les résultats sont encourageants, tandis que chez le
patient 3 la projection de son développement neurocognitif est comparable a I'histoire
naturelle des patients MPS IlIA et les images IRM présentent une augmentation avec le temps
de I'atrophie cérébrale.

La recherche avance rapidement et plusieurs essais en phase préclinique utilisent des vecteurs
adénoviraux (AAV) avec des tropismes variables, pour la plupart neuronaux mais surtout
capables de traverser la BHE, permettant d’envisager l'injection intra-veineuse. De plus, les
neurones, contrairement aux cellules gliales, sont des cellules post-mitotiques et de par leur
incapacité a se diviser ou a se dédifférencier, permettent une persistance du géne
nouvellement apporté par les vecteurs viraux et favorisent leur expression dans le temps

(de Castro et al. 2021).
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Malgré que la TG soit la stratégie thérapeutique la plus prometteuse elle est souvent
réservée aux plus jeunes de la fratrie, diagnostiqués précocement pour la MPS IlI suite au
diagnostic du frére ou de la sceur plus agé (Hassiotis et al. 2014). Se posent donc a nouveau
les problemes de diagnostics trop tardifs, nécessitant une meilleure compréhension de la
physiopathologie cellulaire — malgré une cause tres bien décrite — essentielle pour le

développement de meilleurs outils dont le dépistage néonatal.

2.2 PHYSIOPATHOLOGIE DE LA MUCOPOLYSACCHARIDOSE DE TYPE IlI

2.2.1 Accumulation d’oligosaccharides d’héparane sulfate et de
substrats secondaires

Au niveau cellulaire, la physiopathologie de la MPS Il découle directement de la
déficience en enzymes lysosomales, essentielles a la phase de dégradation terminale des HSOs
en monosaccharides obligatoire a leur catabolisme énergétique (Figure 6, page 30). Leur
absence conduit premiérement a la surcharge et la dysfonction lysosomale (Figure 12).
L'immunomarquage des protéines membranaires Lamp-1 et Lamp-2 dans différents modeles
murins de MPS IlIA, B et C, a révélé que I'accumulation des HSOs au sein du lysosome va
d’abord induire I'augmentation de leur nombre et de leur taille (Ausseil et al. 2008;
Hocquemiller et al. 2010; Pan et al. 2022; Vitry et al. 2010; Wilkinson et al. 2012).
Généralisée dans toutes les cellules et de maniére ubiquitaire aux tissus centraux et
périphériques, le stockage délétere de HSOs dans les lysosomes est particulierement
important dans les neurones a cause de leur incapacité a se diviser. En effet, il a été observé
dans des tissus nerveux de patients MPS IlIA que les neurones corticaux, du tronc cérébral, du
diencéphale mais surtout les cellules de Purkinje sont marqués positivement au bleu de

toluidine qui est réactif aux glucides (Dekaban et Constantopoulos 1977). Ces observations ont

60



PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE

Figure 12 : Accumulations cellulaires dans le cas des MSLs
D’aprées Parenti et al. 2021.

été nombreuses et répétées dans le modele canin et chez I’homme atteints de différentes MPS
[l et par I'utilisation d’une variété de colorations comme celle de Sudan, avec le fer colloidal
ou le PAS (pour periodic acid—Schiff) qui permettent de détecter les polysaccharides acides,

sulfatés ou encore des lipides accumulés (Harm et al. 2021).

Lincapacité du lysosome a dégrader les HSOs responsables de sa surcharge et donc de
son dysfonctionnement va rapidement résulter en la présence et 'agrégation de HSOs et de
GAGs dans l'espace extracellulaire, les tissus et les fluides, (Mandolfo, Parker, et Bigger 2022)
comme dans le LCR ou les urines dont leur quantité peut augmenter jusqu’a 15 ou 25 fois
respectivement par rapport a des sujets contrdles (Dekaban et Constantopoulos 1977).

Cette accumulation des HSOs a I'extérieur de la cellule sera également causée par les défauts
d’internalisation et de sécrétion de la cellule suite a 'encombrement général du transport de
matériel intracellulaire entre les différents organites (Para et al. 2020).

Les HSOs solubles seront de natures différentes suite a I'action conjointe ou bien isolée

de 1) I'HSPE et des endosulfatases a la surface cellulaire et dans la MEC et de 2) I'HSPE et

d’endoglycosidases lysosomales actives au niveau intracellulaire (pages 34 et 35) avant un
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relargage par la cellule morte — majoritairement les neurones — de fragment d’HSs
partiellement dégradés et accumulés.

Méme si la quantité d’HSOs augmente dans son ensemble, il a été montré que les HSOs
pathogénes sont majoritairement des chaines de tailles supérieures ou égales a 8 résidus (dp8
pour degree of polymerisation 8), des dp14 ou un mélange de chaines de HSs non digérées
(Bruyére et al. 2015).

De maniére générale, la dégradation des sucres se fait de maniere séquentielle a partir de la
terminaison NRE (pour non-reducing end). Puisque partiellement dégradés, la quantité de
HSOs mais aussi des GAGs présentant des NRE augmente et peut étre quantifiée par
spectrométrie de masse. Ces GAGs-NRE pourraient représenter un biomarqueur aidant au
diagnostic car ils sont détectables trés tot dans la pathologie (Dwyer et al. 2017; Lawrence et
al. 2014; Mandolfo et al. 2022).

Pour finir, il a été décrit dans la MPS |, IlIA et B une augmentation globale des polysaccharides
d’HSs hautement sulfatés en positions N-, 3-O ou 6-O sur le GIcNAc ou 2-O sur le GIcAc
(Tableau 3, page 29) (Mandolfo et al. 2022; Wilkinson et al. 2012). Surtout, il a été montré dans
un modele cellulaire de MPS IlIA que les HSs 2-O-sulfatés contrairement aux autres, induisent
une réponse pro-inflammatoire via la voie TLR4 par la production d’interleukine-1f (IL-1B)

(Parker et al. 2020).

Les HSOs ne seront pas les seuls substrats a s'accumuler dans la MPS Il puisque les
défauts de fonction du lysosome vont résulter en sa rétention de substrats secondaires comme
c’est le cas des gangliosides GM2 et GM3 (Figure 13) (Parenti et al. 2021; Vitner et al. 2010).
Les gangliosides sont des glycosphingolipides essentiels exprimés par toutes les cellules du
SNC et qui au méme titre que les GAGs sont impliqués dans le maintien de leur homéostasie.
De par leurs caractéristiques physico-chimiques ils sont capables d’interagir avec le cholestérol
et les autres sphingolipides de la MP et sont impliqués dans sa formation et son modelage en
influant par exemple sur ses invaginations durant I'endocytose. Grace a leur liaison a la
membrane cellulaire les gangliosides sont en lien étroit avec les HSPGs et a I'instar de ces
derniers jouent le role de corécepteur, comme c’est le cas avec la protéine MAG (pour myelin-
associated glycoprotein), indispensable a I'’élaboration de la gaine de myéline et au maintien
de sa stabilité. Ainsi, les gangliosides occupent une place centrale dans la transmission

nerveuse mais aussi dans le neurodéveloppement, faisant que leur dérégulation représente
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un fort risque de développer une MND (Sipione et al. 2020). En effet, les maladies de Sandhoff
et de Tay-Sachs sont deux autres MSLs causées par la déficience en B-hexosaminidase
impliquée dans la dégradation des GM2 mais aussi d’oligosaccharides (Platt et al. 2018).

Dans le syndrome de Sanfilippo, I'accumulation secondaire de GM2 et GM3 dans le lysosome
a largement été observée dans plusieurs modéles dont la microglie (Pan et al. 2017,
Ryazantsev et al. 2007), les neurones corticaux du modele de souris MPS IlIA (McGlynn,
Dobrenis, et Walkley 2004), les tissus cérébraux des souris MPS IIIB et C (Ausseil et al. 2008;
Pan et al. 2022; Roy et al. 2012), du chien MPS IIIB (Ellinwood et al. 2003; Story et al. 2020) ou
encore de patients MPS llIA, C et D (Viana et al. 2020).

Dans des vacuoles Lampl+ et GM2/GM3+ observées au niveau des couches corticales
de la souris MPSIIIB il a été rapporté une augmentation de |'expression de la sous-unité c de
I'ATP synthase mitochondriale (ScMAS), a l'origine de certaines céroides-lipofuscinoses
neuronales telle que la maladie de Batten, appartenant également aux MSLs (Ryazantsev et al.
2007). ScMAS fait partie du complexe Fo qui est inséré dans la membrane interne de la
mitochondrie, faisant partie prenante de I'ATP synthase, elle joue un réle majeur dans la

phosphorylation oxydative mitochondriale par la production d’ATP.

2.2.2 Altérations de la machinerie cellulaire

Dans des conditions de stress cellulaire, une étude récente supporte que ScCMAS serait
un peptide dit amyloidogénique capable de changer de conformation et d’adopter un
repliement causant son agrégation, de maniere comparable au peptide AB dans I'AD. Cette
accumulation de ScMAS également rencontrée dans le cerveau des patients atteints de MPS |,
Il et lIA et de différents modeles murins MPS fait écho a une dysfonction de l'activité
mitochondriale résultant en l'excés de calcium intracellulaire et en l'augmentation de
production des ROS (pour reactive oxygene species) (Figure 13) (Elleder, Sokolova, et Hiebicek
1997; Pshezhetsky 2015). Dans ce sens, il a été montré chez la souris MPS IIIB dans des stades
précoce de la maladie que l'augmentation du stress oxydant serait indépendante de
I'inflammation liée au TLR4 (Trudel et al. 2015). Finalement, ScMAs serait impliquée dans un

phénoméne de stress tardif appelé « mitochondrial permeability transition » dont
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I'augmentation de la perméabilité de la membrane mitochondriale a pour finalité la mort
cellulaire par apoptose (Amodeo et al. 2021; Bonora et al. 2013). Dans les neurones de la souris
MPS IIIC, le déséquilibre de la perméabilité mitochondriale pourrait se traduire par une
augmentation de volume de la mitochondrie et a une désorganisation de la membrane interne

puis in fine a un stress de I'ER (Leal et al. 2023; Pshezhetsky 2015).

La mitochondrie n’est pas le seul organite touché par la rupture de I'homéostasie
cellulaire provoquée par la perturbation de la voie lysosomale. Comme expliqué
précédemment le lysosome, la mitochondrie et 'autophagie font partie d’'une méme boucle
d’activation dépendante des flux calciques, médiés par le canal calcique MCOLN1 dans la
membrane lysosomale, associé au complexe LYNUS et a TFEB (page 20 et 21).

Dans un contexte physiopathologique, 'augmentation du Ca?* intracellulaire et du stress
oxydant liés a l'incapacité fonctionnelle de la mitochondrie mais aussi I'accumulation de
substrats via le systeme CLEAR vont conduire a l'initiation du flux autophagique (Figure 13).
Or, la dégradation du contenu n’étant pas effective a cause de la surcharge lysosomale, le
nombre de vacuoles autophagiques LC3-B+ formées et chargées de contenu pathologique
augmente dans les modeéles murins de MPS IlIA, C et D (Figure 12) (Ballabio 2016; Leal et al.
2023; Pshezhetsky 2016; Viana et al. 2020). Ces altérations cellulaires menant a l'incapacité
de la prise en charge par I'autophagie ou le protéasome et finalement par le lysosome de
protéines mal repliées ou agrégées comme tau, AB hyperphosphorylées, ou poly
ubiquitinylées est une des caractéristiques de la MPS Il décrite dans les neurones chez
I’'hnomme et la souris, et commune aux autres MND de I'adulte (Cao et al. 2019; Ginsberg et al.
1999; Ohmi et al. 2009; Pshezhetsky 2015). De plus, une étude a également montré que dans
le cas de MSL, TFEB va induire I'exocytose lysosomale et donc la fusion directe des lysosomes
avec la MP leur permettant de libérer leur contenu pathologique dans le milieu extracellulaire

afin de palier a leur incapacité de dégradation (Medina et al. 2011).

Finalement, I'augmentation de I'expression de GM130 — protéine de matrice de
I'appareil de Golgi — est synonyme de la désorganisation de I'appareil de Golgi et de la
formation aberrante de vacuoles GM130+ dans les neurones corticaux primaires de la MPS IIIB
(Vitry et al. 2010). La colocalisation de GM130 avec Lamp-1 dans ces vacuoles sur-représentées

dans le Golgi, traduit une altération du trafic vésiculaire de matériel destiné a la biogenéese et
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Figure 13 : TFEB est lié a la clairance de substrats accumulés dans des modéles de pathologies
D’aprées Ballabio, 2016.

aux fonctions du lysosome ou a I'apport en hydrolases formées de novo et fonctionnelles,
directement lié au défaut de dégradation d’autres substrats endolysosomaux (Roy et al. 2012).
De plus, il parait évident que la surcharge cellulaire en vacuoles lysosomales, autophagiques,
et golgiennes va impacter physiquement les processus d’endocytose et donc de recyclage de
contenu extracellulaire ou encore d’exocytose par défaut de transport des MVB ou de fusion

avec la MP (Figure 12) (Parenti et al. 2021).
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Ce phénomene de vacuolisation est un des marqueurs anatomiques de la pathologie associé
au gonflement du corps cellulaire de I'ensemble des cellules du SNC, qui est observé sur les
coupes de cerveaux de patients, de souris et de chiens MPS Il (Ausseil et al. 2008; Bigger et

al. 2018; Hamano et al. 2008; Harm et al. 2021).

Cette cascade d’altérations secondaires et majeures va progressivement mener au
dépassement de la machinerie cellulaire dans son ensemble, dont la seule issue est souvent la
mort de la cellule pour le neurone mais qui peut aussi étre liée au phénomene de gliose qui

reflete I'activation des cellules gliales, les astrocytes et la microglie.

2.2.3 La gliose et la neuroinflammation

2.2.3.1 Lagliose

Sur des coupes histologiques, I'activation de la microglie résidente est rapportée par
augmentation de I'expression de marqueurs spécifiques tels que CD11b ou Ibal (pour ionized
calcium-binding adapter molecule 1) dans le modele de souris MPS IlIA (Wilkinson et al. 2012)
et dans le cortex et le cervelet du chien MPS IIIB (Egeland et al. 2020) ou par l'isolectine B4
dans la souris MPS IlIA (Parker et al. 2020). Ces marqueurs membranaires permettent
également de décrire la morphologie de la microglie qui est tres révélatrice de son activation,
qui en adoptant une forme rétractée avec une diminution de ces dendrites montre sa réactivité
et sa direction vers un phénotype pro-inflammatoire. Finalement, I'augmentation de
I'expression d’IB4 a également été relevée dans ces modeéles et traduit aussi la transmission
de I'inflammation par la microglie, de la méme maniere que le marqueur CD68 exprimé dans

le cortex des souris MPS IIIC agées de 4 mois (Martins et al. 2015; Pan et al. 2022).

La réactivité des astrocytes est montrée par 'laugmentation de I'expression de la GFAP
(pour glial fibrillary acidic protein) par immunofluorescence dans des cerveaux de souris MPS
[lIA, B et C dés I'age de 3 mois, qui soulignera également la prolifération des astrocytes (Ausseil

et al. 2008; Bigger et al. 2018; Dwyer et al. 2017; Martins et al. 2015; Wilkinson et al. 2012).
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Dans cet état réactif, les astrocytes, de la méme maniére que la microglie, sont capables de
présenter des antigenes (Ag) et de procéder au recrutement local et périphérique de cellules
immunitaires. De par leur interaction étroite avec la BHE — puisqu’ils sont physiquement
responsables de son architecture avec les péricytes — les astrocytes peuvent directement
sécréter dans le systeme sanguin des chimiokines attractives telles que la CCL2 (pour
chemokine C-C motif ligand 2) ou la CXCL10 (pour chemokine C-X-C motif ligand 10)
permettant la migration de monocytes, macrophages ou lymphocytes T circulants et leur

entrée dans le SNC par diapédeése (Linnerbauer, Wheeler, et Quintana 2020).

Ce phénomene appelé astrocytose se met en place lorsque la microglie ne parvenant
pas a éliminer la menace présente, est incapable de retrouver un phénotype homéostatique,
entre en état de microgliose et sécrete une quantité massive de molécules pro-inflammatoires
et oxydantes dans le milieu extracellulaire (Figure 15) (Mandolfo et al. 2022).

Effectivement, la présence de microgliose et d’astrocytose (également appelée gliose lorsque
considérée comme un ensemble) est largement décrite dans le cerveau de patients de MPS IlI
et les modeles murins de MPS IlIA, B et C dés I'age de 4 mois (Hassiotis et al. 2014; Pard et al.
2020; Parker et al. 2020; Viana et al. 2020; Wilkinson et al. 2012). Le gliose est directement
liee au gonflement et a la vacuolisation des cellules gliales, visibles sur tranches de tissus par
immunohistochimie ainsi que par l'augmentation des marqueurs d’activation déja décrits
précédemment pour la microglie (Bigger et al. 2018; Harm et al. 2021). Outre l'altération de la
machinerie cellulaire et des phénomeénes dévastateurs qu’elle engendre, cette gliose entre
aussi en jeu suite a l'activation de la glie par I'induction de la voie TLR4 par les HSOs

extracellulaires (Ausseil et al. 2008).

2.2.3.2 Lerécepteur TLR4

Le récepteur TLR4 fait partie de la grande famille des TLRs, médiatrice de I'immunité
innée et fortement exprimée par les cellules de la lignée myéloide, représentée par la microglie
au sein du SNC. Les TLRs sont spécialisés dans la reconnaissance d’un grand nombre de ligands,
de natures moléculaires différentes et provenant de pathogenes externes appelés PAMPs
(pour pathogen associated molecular pattern) ou issus du soi appelés DAMPs (pour damage
associated molecular pattern) tels que les HSOs partiellement dégradés et sulfatés.
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La réponse inflammatoire médiée par les TLRs est dépendante de la présence au niveau
intracellulaire de protéines adaptatrices et du lieu d’expression constitutive du récepteur qui
peut étre a la surface cellulaire ou au sein de I'endosome.

Le TLR4 transmembranaire associé avec MyD88 (pour myeloid differentiation primary
response 88) initie des cascades de signalisation dépendantes des MAPKK (pour mitogen-
activated protein kinase kinase) ou du complexe de régulation de NF-kB (pour nuclear facteur
kappa-B) composé des protéines kinases IKK (pour | kappa-B kinase) impliquées dans la
production de cytokines pro-inflammatoires telles que I'lL-1B, I'lL-6 et le TNFa (pour tumor
necrosis factor a) (Li et al. 2021). Il est a noter que dans un contexte de MPS et de MND telle
qgue la PD, le stress du ER est également a l'origine de I'expression anormale d’une enzyme

impliquée dans 'ubiquitination des protéines, 'UBE2L3 qui en inhibant la séquestration par
LPS
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Figure 14 : Voie de signalisation TLR4
D’aprés Aboudounya et Heads 2021.
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IKB de NF-kB favorise sa translocation dans le noyau et I'activation de cette voie (Leal et al.
2023; Zhang et al. 2022).

Il existe une voie alternative du signal TLR4 suite a I'endocytose du couple ligand-récepteur,
médiée par les I'adaptateurs RIP1 (pour receptor interacting protein 1) menant a I'activation
de l'apoptose dépendante des caspases ou TBK1 (pour TANK binding kinase 1) lié a une IKK

menant a une réponse interféron de type 1 (Figure 14) (Aboudounya et Heads 2021).

Dans le cas de la MPS I, il a été montré dans un modeéle de microglie primaire que
I'activation de la voie TLR4 est dépendante des HSOs extraits a partir d’urine de patients MPS
[1IB par comparaison avec I'absence d’effet des GAGs issus de sujets non affectés, de I’héparine,
ou encore de I'HS bovin.

La signalisation TLR4 dans plusieurs modeles de MPS Il conduit a la production par la microglie
de TNFq, IL-1B et MIP1a (pour macrophage inflammatory protein 1a) démontrant que la voie
est dépendante du facteur de transcription NF-kB (Ohmi et al. 2003; Pan et al. 2022; Puy et al.
2018; Wilkinson et al. 2012). De plus, I'utilisation d’'un modeéle murin double KO (pour knock-
out) Naglu (I'enzyme déficiente dans la MPS IlIB) et MyD88 en comparaison a un modéle KO
Naglu démontre I'absence d’inflammation dés I'age de 10 jours, par I'absence du marqueur de
surface microglial CD11b et valide ainsi que I'adapteur dont dépend le récepteur TLR4 dans la
MPS IIIB est MyD88 (Ausseil et al. 2008). Finalement, la neuroinflammation médiée par la
microglie est dépendante de TLR4 puisque le traitement avec du poly(l:C), le ligand spécifique
du TLR3 ne conduit pas a la production de cytokines pro-inflammatoires mais aussi que la
microglie provenant d’'un double KO Naglu et Tir4, ne montre pas d’activation (Ausseil et al.

2008).

Tout comme la microglie, les astrocytes expriment des récepteurs aux cytokines et le
TLR4. Lactivation de la voie NF-kB leur permet de participer et damplifier Ia
neuroinflammation déja présente par leur production des cytokines pro-inflammatoires déja
décrites (Ausseil et al. 2008) mais aussi de GM-CSF (pour granulocyte-macrophage-colony-
stimulating factor) capable d’activer en retour la microglie (Linnerbauer et al. 2020). Les
neurones présentent aussi a leur membrane de maniére constitutive des récepteurs TLR4 et
aux cytokines méme si leurs taux d’expression sont tres faibles, ils sont aussi capables de

sécréter des cytokines pro-inflammatoires. Mais surtout, de par leur trés grande proportion

69



PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE

de mitochondries — essentielles a une neurotransmission efficace —, les neurones en conditions
pathologiques sont de grands producteurs de ROS qu’ils relargueront dans le milieu
extracellulaire (Leow-Dyke et al. 2012; Mandolfo et al. 2022; Puy et al. 2018).

C’est pourquoi, de plus en plus détudes s’intéressent aux effets secondaires liés a
I'accumulation de substrat, dont la neuroinflammation. Le TLR4 est une cible qui a été étudiée
dans d’autres MPSs par |'utilisation d’antagonistes du TNFa et ont prouvé la diminution de
I'inflammation chez des rats MPS VI (Simonaro et al. 2010).

L'utilisation de molécules anti-inflammatoires déja sur le marché comme l'aspirine mais
nécessitant une trop forte dose pour obtenir un effet désirable a été abandonnée (Arfi et al.
2011), pourtant d’autres types de molécules sont étudiées pour étre couplées a une technique

qui permettrait une restauration de l'activité enzymatique (Seker Yilmaz et al. 2021).

Cette induction de la réponse TLR4 et de sécrétion de cytokines par la microglie et les
astrocytes n’est qu’une premiere phase dite d’initiation et dans une phase d’activation de
nombreux acteurs tel que lI'inflammasome NLRP3 (pour NOD-, LRR- and pyrin domain-
containing protein 3) vont supplémenter cette inflammation primaire, accompagnée de toutes
les altérations d’organites cellulaires et de la gliose décrites précédemment des suites de

I'accumulation des substrats intracellulaires (Figure 15) (Mandolfo et al. 2022).

2.2.3.3 Le complexe inflammasome NLRP3

La voie TLR4-MyD88-NF-kB—NLRP3 est centrale et intégrée dans un cycle
inflammatoire, qui s’il n’est pas rétrocontrolé est capable de s’auto-alimenter et de mener a
une neuroinflammation chronique dévastatrice et spécifique de la physiopathologie de la MPS
[ll. Cette neuroinflammation est soulignée par la présence de taux élevés dans le plasma, le
sérum et le LCR d’IL-1B et du récepteur IL-1Ra, antagoniste du récepteur IL-1R a I'IL-1B chez
des patients et des souris atteints de MPS IlIA (Parker et al. 2020).

NF-kB induit également la transcription de NLRP3, qui va engendrer, conjointement au
recrutement de la pro-caspase-1, 'augmentation de |'activité mitochondriale dépendante de
la teneur en Ca?* intracellulaire (Swanson, Deng, et Ting 2019). Le récepteur purinergique
P2X7R contribuera a la modulation de la charge ionique cellulaire grace a sa fonction de canal

transmembranaire. Son activation par I’ATP va d’une part potentialiser I'influx de Ca?*, qui
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outre son effet sur la mitochondrie et I'induction de la production de ROS, va aussi permettre
leur sécrétion dans le milieu extracellulaire et impacter directement les neurones
environnants. D’autre part le P2X7R favorise l'efflux de K* et donc la diminution de la
concentration en K* intracellulaire ressentie par le NLRP3 inactif permet la formation du
complexe inflammasome NLRP3—pro-caspase-1-ASC (pour apoptosis-associated speck-like
protein containing a CARD ; aussi connu sous le nom de PYCARD). ASC est mobilisé par I'efflux
de CI et une fois le complexe fonctionnel, il induit le clivage de la pro-caspase-1 en caspase-1
(Chen, Lin, et Tao 2021; Hemonnot et al. 2019; Swanson et al. 2019) dont I'augmentation de
I'activité a été montrée chez la souris MPS IIIA et directement liée a I'augmentation de la
cytokine IL-1B (Parker et al. 2020). Effectivement, I'induction de la voie NF-kB par le TLR4 ne
permet que la production de la forme précurseur de I'IL-1B, qui ensuite adopte sa forme
mature grace au clivage par la caspase 1 (Mandolfo et al. 2022).

De maniere intéressante, a l'instar du signal TLR4, les cytokines pro-inflammatoires telles que
I'IL-1B et le TNFa par le biais de leur récepteur IL-1R1 et TNFR, sont capables d’induire la

translocation de NF-kB dans le noyau (Swanson et al. 2019).
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Figure 15 : Neuroinflammation médiée par la microglie dans les mucopolysaccharidoses
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Lexces de production et de sécrétion de cytokines pro-inflammatoires, de molécules
dérivées de l'oxygene par les cellules du SNC et de l'infiltrat immunitaire vont engendrer
I'emballement du systeme immunitaire. Cette inflammation chronique et la gliose vont
conduire a la rupture permanente de la BHE. Lastrocyte réactif n’assurant plus ses fonctions
homéostatiques va se désolidariser des cellules endothéliales, permettant I'entrée
irrépressible de cellules périphériques participant a travers une multitude de mécanismes a la
neurodégénérescence (Bigger et al. 2018; Leng et Edison 2021; Ohmi et al. 2003; Sofroniew
2015; Wilkinson et al. 2012).

2.2.4 Altérations neuronales et la neurodégénérescence

Rappelons que l'altération des lysosomes et le défaut de clairance des HSOs et des

substrats secondaires touche l'ensemble des cellules, causant des dysfonctionnements
internes et se reflétant chez la cellule par la perte de ses fonctions physiologiques (Settembre
et al. 2013).
Le neurone demeure la cellule la plus impactée, avec tres peu de mécanismes de défenses
efficaces, et dont la survie dépend du soutien apporté par les cellules gliales, sans quoi la mort
du neurone aura des conséquences dramatiques puisque c’est une cellule post-mitotique
(Figure 16). Lencombrement et la vacuolisation du soma du neurone, l'accroissement de
l'autophagie et du nombre de mitochondries pathologiques débordées par la production de
ROS vont directement toucher la transmission d’informations par le neurone (Hamano et al.
2008; Seager et al. 2020; Son et al. 2012).

Ainsi, il a été rapporté dans les différents types de MPS Ill et dans les MNDs de I'adulte,
des défauts de réception du message nerveux par les dendrites suite a un gonflement somato-
dendritique (Hamano et al. 2008; Pard et al. 2020). De méme, I'augmentation du volume de
I'axone et I'apparition de structures sphéroides, impacte sa fonction de transport le long des
MT I'empéchant d’assurer I'envoi du message nerveux, et sera annonciateur d’une future
dégénérescence (Beard et al. 2017; Mandolfo et al. 2022).

Effectivement, le transport rétrograde (depuis la terminaison axonale vers le soma) est réservé
au recyclage d’organites et de molécules présents au niveau synaptique et son défaut va
conduire a une accumulation de déchets au niveau terminal de |'axone. Le transport
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antérograde (depuis le soma vers la terminaison axonale) prend en charge le transfert des
mitochondries, essentielles a I'apport d’ATP, dont le neurone est dépendant pour le processus
de transmission nerveuse extrémement couteux en énergie. Par exemple, au niveau d’une
synapse chimique, I'axone dépourvu d’ATP ne pourra pas activer la fusion des vésicules
synaptiques avec la membrane pré-synaptique de l'axone, et donc libérer les
neurotransmetteurs (NTs) dans la fente synaptique (FS) (Winner et al. 2023).

La FS représente I'espace entre I'axone (pré-synaptique) et la dendrite (post-synaptique) ou
I'accumulation de HSOs va accentuer ces défauts d’influx nerveux notamment par
I'encombrement des récepteurs post-synaptiques sensibles aux NTs (Dwyer et al. 2017; Para
et al. 2021, 2020; Soles et al. 2023). Mais également, la surcharge lysosomale dans la
terminaison axonale va altérer le transport, le recyclage et I'exocytose du contenu des
vésicules synaptiques conduisant a la réduction de leur nombre et finalement a des défauts de

neurotransmission (Para et al. 2020; Winner et al. 2023).

Figure 16 : Physiopathologie de la MPS Il
D’aprés Winner et al. 2023
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Par I'ensemble des mécanismes exposés précédemment, la microglie MPS Il de par
son incapacité a digérer des métabolites phagocytés, I'activation de son TLR4 et donc sa
suractivation, va proliférer et étre accompagnée de macrophages nouvellement recrutés.
Conduisant a une augmentation de la phagocytose incontrdlée et dirigée contre les neurones,
et plus particulierement des dendrites dont la perte a été reportée par une diminution de la
densité synaptique (Para et al. 2021; Winner et al. 2023). Evidemment, la microglie peut aussi
induire directement I'apoptose du neurone ou la pyroptose via l'inflammasome NLRP3 et la

cathepsine B (Hamano et al. 2008; Mandolfo et al. 2022; Swanson et al. 2019).

Les astrocytes sont étroitement liés aux neurones pour lesquels ils assurent de

nombreuses taches dans le maintien de leurs fonctions et de leur homéostasie. Ils vont
participer a la formation de la synapse, a la régulation et la synthese des NTs présents dans la
FS mais aussi a la modulation de I'environnement nutritif et aqueux, et la gestion des déchets
(Patani, Hardingham, et Liddelow 2023).
Dans le contexte neuroinflammatoire des MPS Ill, en plus de la sécrétion de cytokines et de la
transmission de stress oxydant via I'oxyde nitrique (NO), les astrocytes ne seront plus capables
d’assurer leurs fonctions physiologiques et vont directement impacter la transmission
synaptique. D’une part, par le relargage dans le milieu extracellulaire de HSOs accumulés dans
son cytoplasme, et du NT glutamate suite a 'augmentation de Ca?* intracellulaire, participant
a leur accumulation au niveau de la FS (Giusti et al. 2024; Linnerbauer et al. 2020). D’autre
part, la réduction du nombre de transporteurs au glutamate EAATs (pour excitatory amino acid
transporter) exprimés a sa MP va causer le défaut de recyclage du glutamate (Todd et
Hardingham 2020).

Le glutamate — au travers de la stimulation de deux types de récepteurs
glutamatergiques — est a l'origine de la neurotransmission excitatrice, sa sécrétion par le
neurone pré-synaptique et sa recapture par les EAATs sont finement régulés pour
I'accomplissement de la majorité des fonctions cognitives. Les récepteurs mGIuR (pour
metabotropic glutamate receptor) sont couplés a une protéine G et leur signalisation par le
biais de I'ER va augmenter le Ca?* intracellulaire. LUactivation des canaux-récepteurs AMPA
(pour a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid), NMDA (pour N-methyl-D-
aspartate receptor), ou KA (pour kainate) est capable d’induire une dépolarisation de la

membrane du neurone post-synaptique suite a I'influx de Ca?* au travers de leur canal.
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Figure 17 : Toxicité liée au glutamate
D’aprés Mahmoud et al. 2019

Physiologiquement, la dépolarisation de la membrane permet le déclenchement d’un
potentiel d’action (PA) qui par la génération d’'un courant électrique est a l'origine de la
transmission de I'information. Ce mécanisme de potentialisation est essentiel et est utilisé par
exemple dans le processus de plasticité synaptique a l'origine de la mémorisation.

Or, lorsque les astrocytes deviennent réactifs et que le glutamate est présent en exces au
niveau de la FS il devient toxique et peut conduire a I'apoptose du neurone par I'augmentation
en nombre des mitochondries et de leur production de stress oxydant (Figure 17) (Linnerbauer

et al. 2020; Mahmoud et al. 2019; Satarker et al. 2022).

Egalement, les astrocytes par la sécrétion de toutes ces molécules toxiques
provoqueront l'apoptose des oligodendrocytes qui sont les cellules responsables de la
production de la gaine de myéline qui entoure I'axone et qui est indispensable dans la vitesse
de conduction de la charge nerveuse. Cette perte de la gaine de myéline, a déja été décrite
dans le cerveau des patients MPS Ill, et pourrait étre liée a l'altération de la transmission
nerveuse glutamatergique reflétée par la diminution des courants mEPSCs (pour miniature
excitatory post-synaptique current) dans le neurone post-synaptique (Bigger et al. 2018; Li et

al. 2002; Linnerbauer et al. 2020; Pan et al. 2022; Para et al. 2021).

Dans leur ensemble, ces défauts neuronaux et gliaux dans le cerveau atteint de MPS Il
sont responsables de la perte de plasticité synaptique qui peut étre visible par 1) une
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diminution de la densité d’épines synaptiques matures (Pard et al. 2021), 2) la perte
d’expression de protéines essentielles comme la synaptophysine (Vitry et al. 2009) ou GAP43
(Hocquemiller et al. 2010), 3) une neurodégénérescence accompagnée de |atrophie
cérébrale, 'augmentation du volume des ventricules cérébraux et la perte de substance grise
(Figure 16) (Bigger et al. 2018).

Or, de plus en plus d’études démontrent le réle des EVs dans la potentialisation des
mécanismes neuroinflammatoires et neurodégénératifs. Leur dissémination offre la
perspective d’une communication a plus grande échelle, non plus uniquement micro-

environnementale mais d’une structure cérébrale a 'autre et méme systémique.

2.2.5 Les modeéles d’étude

Le développement et le choix de modeéles animaux ou cellulaires adaptés sont
indispensables a la progression de la recherche biomédicale pour la guérison de la MPS Il ainsi
gu’a la description des mécanismes physiopathologiques et des marqueurs cellulaires qui y
sont associés.

Dans ce but, pour chaque type de MPS Ill, au moins un modele murin a été modifié
génétiguement et présente les caractéristiques de la maladie documentée chez 'homme —
telles que I'hyperactivité, des troubles de la mémoire et moteurs, ainsi que de l'anxiété —
faisant suite a une baisse partielle ou totale de l'activité enzymatique dans les tissus. En
fonction de la construction génétique, I'age de I'apparition de la neuropathologie varie entre
2 et 10 mois avec des formes plus ou moins séveres de la maladie, mais surtout avec des signes
de neurodégénérescence plus tardifs que chez 'lhomme, se manifestant souvent dans les
derniers mois de vie. Mais de maniere générale, les souris présentent une accumulation
généralisée de GAGs entre 1 et 3 mois associée a une neuroinflammation souvent décrite dés
le premier mois de vie et qui devient chronique en milieu de vie.

Tres récemment, une équipe de recherche a développé pour I'étude des MPS 1lIA, B et C des
modeles de poisson-zébre qui, malgré leur éloignement avec le génome humain avec environ
80% de genes communs, présentent des avantages nombreux. llIs se reproduisent facilement

et rapidement, disposent d’environ 26000 génes codants faisant d’eux un modele de choix
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Tableau 8 : Modéles développés pour I'étude des MPS Il

Adapté d’aprés Favret et al 2020, Heon-Roberts et al 2020, Story et al 2020. + : présente, < : forme
modérée, > : forme sévere.

Generalized

- Age of
Clinical | Model GAG Onset death Neuropathology
type accumulation | (months) (months)
(months)
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? -
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Dog
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Mouse Nagly 2 45 812 ¥
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Schipperke -
1B NAGLU (Ellinwood et al. 2003) 12 <60 *
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Schipperke x unaffected

Beagle 2 10 60 >
(Harm et al., 2021)
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(Martins et al., 2015) 2 6-8 15
Hgsnat /)
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(Pan et al., 2022) 2 2-4 9
Gns -7
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b GNS Nubi -
ubian goa 5 ) )
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(=/-)
NE ARGS | Mouse Args ? 10 ? <

(Kowalewski et al., 2012)

dans la manipulation génétique, mais surtout ils sont transparents et sont tres utilisés dans le

suivi de molécules fluorescentes in vivo (Gerken et al. 2023).

Des modeles plus grands comme le chien dans la MPS IlIA et B ou la chévre dans la MPS
[1ID ont été découverts de par leur mutation naturelle de I'enzyme lysosomale et sont utilisés
exclusivement a des fins d’études précliniques. Contrairement au modele murin, ne sont
permis lors de I’hébergement de I'animal que des prélevements de fluides biologiques et

I'observation de leur comportement, puis post-mortem une description des caractéristiques
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anatomopathologiques et de l'accumulation d’HS. Inversement a I’humain, les premiers
symptoémes développés et remarqués trés tot (entre 1 et 3 ans) chez ces animaux sont
moteurs, dont I'ataxie qui entraine des difficultés a marcher et a sauter et qui sont des facultés
obligatoires a la survie de ces animaux. La neurodégénérescence est caractérisée par une perte
massive des cellules de Purkinje dans le cervelet et la présence de neuroinflammation a été
également décrite (Tableau 8) (Favret et al. 2020; Heon-Roberts, Nguyen, et Pshezhetsky 2020;
Story et al. 2020).

Au-dela de la description phénotypique et fonctionnelle in vivo, la compréhension des
cascades de signalisations cellulaires et des mécanismes moléculaires sous-jacents sont
essentiels et nécessitent I'utilisation de modeles cellulaires.

L'accumulation de GAGs dans les fluides biologiques représente un avantage considérable dans
leur utilisation en recherche puisqu’il est possible de les extraire biochimiquement a partir
d’urines de patient et de stimuler in vitro des lignées cellulaires.

Mais surtout, 'avénement des cellules iPSC (pour induced pluripotent stem cells) a permis de
développer a partir de fibroblastes humains un large panel de nouveaux modeles cellulaires
avec un fond génétique identique a celui du patient, permettant de reproduire les
accumulations intra- et extracellulaires de HSOs dues a I'absence de I'enzyme lysosomale. En
neurosciences, les iPSC sont un véritable atout car elles offrent la possibilité de cultiver
différents types cellulaires, telle que la microglie ou les neurones qui, provenant d’un tissu tres

organisé, sont trés difficiles a isoler a partir de cerveaux de souris adultes (Benetd et al. 2020).
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3 LES VESICULES EXTRACELLULAIRES

3.1 ORIGINE ET CLASSIFICATION DES VESICULES EXTRACELLULAIRES

3.1.1 Historique sur les vésicules extracellulaires

Au milieu des années 60, Wolf ne le sait pas encore mais il observe pour la premiére
fois au microscope électronique des EVs apres une ultracentrifugation de plasma. En montrant
gue ces particules riches en phospholipides ont des propriétés coagulantes, il avance qu’elles
pourraient étre dérivées des plaquettes, et les qualifie ainsi de « poussiére de plaquettes »
(Wolf 1967).

La recherche sur les EVs va prendre un autre tournant des lors que Nunez en 1974 amene la
premiere preuve dans des cellules folliculaires de la thyroide de chauve-souris, de la fusion
avec la membrane apicale du MVB contenant des vésicules mesurant entre 1 et 10 nm (Nunez,
Wallis, et Gershon 1974).

Une décennie plus tard, Johnstone, Stahl et Harding font plusieurs observations de la libération
dans le milieu extracellulaire par les MVB de ce qu’ils appelleront pour la premiére fois les
« exosomes ». En s’intéressant au recyclage du récepteur a la transferrine (TfR) lors de la

maturation de réticulocytes de rat, ils ont montré par microscopie électronique que les TfR

Figure 18 : Fusion d'un MVB avec la membrane plasmique et libération d'exosomes

D’aprées Pan et al. 1985.
Image prises par microscopie électronique d’ILVs d’environ 50 nm contenant des TfR marqués par
particules d’or colloide (points noirs).
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d’abord marqués par des particules d’or colloidal sont internalisés par endocytose, transitent
par la voie endosomale avant d’étre relargués par la cellule dans des ILVs par exocytose du
MVB (Figure 18) (Harding, Heuser, et Stahl 1983; Johnstone 2005; Johnstone et al. 1987).

Ainsi, les exosomes sont d’abord vus comme des transporteurs de déchets cellulaires et il
faudra attendre 10 années supplémentaires avant que I'intérét biologique et fonctionnel des
exosomes soit révélé par Graga Raposo. Ses travaux ayant montré que les exosomes sécrétés
par des lymphocytes B et des cellules dendritiques ont des propriétés antitumorales de par
leur capacité de transport et de présentation d’antigene (Couch et al. 2021; Stahl et Raposo

2019).

Ces études ont ouvert le champ des possibles et offrent la perspective d’utilisation des
exosomes dans la recherche biomédicale, comme biomarqueurs mais aussi comme particules
actives dans un contexte thérapeutique.

Lintérét grandissant pour ce domaine de recherche apporte des connaissances sur les
mécanismes de biogenese et de sécrétion des EVs en dévoilant I'existence de nouvelles
catégories et ne les limitant donc plus qu’aux exosomes. C’est alors qu’un effort dans la
classification et l'obtention d’'une nomenclature adaptée a ces objets extracellulaires
extrémement variés est engagé par la communauté scientifique.

Emane en 2014 un guide de recommandations pour I'étude des EVs, le « minimal information
for studies of extracellular vesicles » (MISEV). L'évolution constante et rapide de ce domaine
de recherche, rythmée par les découvertes de nouveaux types de vésicules avec des fonctions
et des caractéristiques discutables, nécessite un consensus constant et la mise a jour du MISEV

en 2018 puis de nouveau en 2023 (Lotvall et al. 2014; Théry et al. 2018; Welsh et al. 2024).

3.1.2 Classification des vésicules extracellulaires

De maniéere générale, les EVs sont tout d’abord classées en fonction de leurs voies de
biogéneése qui sont a l'origine de deux grands mécanismes de sécrétion, I'exocytose et le
bourgeonnement d’EVs (Figure 19).

Comme évoqué dans la premiere partie d’introduction (page 14-17 et Figure 1), les
exosomes (a) — appelés ILVs avant leur exocytose — proviennent de la voie endolysosomale et
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Figure 19 : Voies de biogenese des EVs

D’aprées Dixson et al 2023.

résultent de la fusion du MVB avec la MP aprés avoir échappé a la dégradation de son contenu

intraluminal par sa fusion avec le lysosome.

Les ectosomes (b), anciennement appelés microvésicules, proviennent du
bourgeonnement de la MP, et sont divisés en deux grandes sous-populations. Le groupe des
petits ectosomes, grace a l'avancée technologique de I'imagerie des EVs par microscopie
électronique, s’est beaucoup développé par I'observation de formations membranaires tres
variables et comptabilise a présent de nombreux sous-types d’EVs émanant de ces
protrusions. La formation de ces extensions est dynamique et dépendante du cytosquelette
d’actine, des polysaccharides du glycocalyx, et des lipides membranaires qui seront aussi
importants dans la sécrétion des vésicules par bourgeonnement, excrétion, perlage ou scission

(Figure 20) (Chhabra et Higgs 2007; Rilla 2021; Shurer et al. 2019).
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Figure 20 : Formations membranaires et sécrétion d'ectosomes

D’apres Rilla, 2021. Images prises par microscopie électronique a balayage représentatives de filipodes
ou autres protrusions (fleches) et octosomes ou migrasomes (pointes de fleches) et des différentes
formations membranaires par bourgeonnement (a), filipodes (b), ou par fibres de rétractation (e).

Les oncosomes ou larges ectosomes représentent une catégorie d’EVs spécifiques des
cellules cancéreuses qui est décrite dans de nombreux types de tumeurs (Ciardiello et al.
2020). Ces oncosomes sont des ectosomes particuliers puisque leur bourgeonnement est régit
par les incurvations de la MP et du cytosquelette d’actine mais aussi par le récepteur EGFR
(pour epidermal growth factor receptor) que les vésicules transporteront et qui leur sera
essentiel pour cibler les cellules réceptrices (Al-Nedawi et al. 2008; Ciardiello et al. 2020).

Le r6le d’EGFR souligne I'importance du cargo transporté, auquel nous nous intéresserons plus
précisément pendant la biogenése, la caractérisation, ou bien I'adressage de I'EV.
Pour la suite de mon exposé, par souci de compréhension et de fluidité je continuerai d’appeler

« ectosomes », I'ensemble des petits ectosomes et « oncosomes » les larges ectosomes.

Il existe d’autres types d’EVs (c), qui sont difficilement dissociables des exosomes
puisqu’ils proviennent de I'autophagie qui a recourt a la voie lysosomale au méme titre que la
voie endosomale. De nombreux croisements de matériel sont donc envisageables entre
I'autophagosome et le MVB, dont la structure hybride résulte en I'amphisome et qui est
également capable de libérer son contenu apres fusion avec la membrane.

Egalement les EVs libérées par les migrasomes, peuvent étre considérées comme des
ectosomes, car ce sont des organelles spécifiques des cellules capables de migration, formées
au sein de fibres de rétraction membranaires et dont la pousse est contrélée par la

tétraspanine 4 (Figure 20) (Ma et al. 2015).

Les corps apoptotiques (d), de par leur genése a partir de la MP sous forme de

bourgeons ou de filipodes appelées « apoptopodia » sont trés proches des ectosomes. Mais
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Figure 21 : Caractéristiques physiques des différents types d'EVs
Adaptée d’apres Mathieu et al 2019.

comme les oncosomes, ils représentent un groupe a part entiére et sont sécrétés uniquement
lorsque que la cellule est en état d’apoptose sous l'action de la caspase 3 (Atkin-Smith et al.
2015).

Cela appuie une fois de plus que la distinction entre les différents types d’EVs, nécessite la
présence de marqueurs spécifiques, et qu’elle ne peut se faire en prenant uniquement en
compte leur origine ou leurs caracteres physiques méme s’ils apportent des informations

importantes (Figure 21) (Dixson et al. 2023; van Niel et al. 2022; Welsh et al. 2024).

Leur description suivant ces différents sites de sécrétion et de maturation a également
révélé des différences de taille et de densité, permettant une seconde caractérisation mais qui
reste tout de méme variable au sein d’'une méme population d’EVs. Les oncosomes (non
représentés sur cette figure) sont de tres grandes vésicules mesurant entre 1 et 10 um. lls sont
suivis par les corps apoptotiques et les ectosomes qui sont des objets avec des densités et des
tailles assez variables pouvant mesurer entre 50 et 5000 nm ou entre 50 et 1000 nm
respectivement. Au contraire, les exosomes ont une taille assez restreinte comprise entre 30

et 150 nm (Figure 21) (Mathieu et al. 2019; van Niel et al. 2022; Rilla 2021).
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3.2 ASPECTS MOLECULAIRES DES VESICULES EXTRACELLULAIRES

3.2.1 Biogenese, composition et sécrétion des vésicules
extracellulaires

A l'instar des ectosomes constitués a partir de la MP, la formation des ILVs se fait par
invagination de la membrane du MVB et va mener a la création d’'une EV intraluminale, formée
d’une bicouche lipidique et remplie d’'un contenu cytosolique, présentant tous deux des cargos
spécifiques a la cellule et au type de vésicule.

Ce phénomeéne de biogenese peut étre dépendant ou non de la machinerie ESCRT qui
comprend des complexes protéiques allant de 0 a lll. Les différents complexes ont donc des
activités différentes mais communes aux mécanismes de biogénese de I'ensemble des EVs. Or,
les différentes voies de biogéneése qu’emprunteront les EVs sont diverses et variées, elles
peuvent étre dépendantes d’ESCRT, indépendantes ou méme hybrides et ainsi combiner une
phase d’initiation ESCRT-indépendante avec une sécrétion utilisant le complexe ESCRT-III

(Tableau 9).

3.2.1.1 Biogenese et recrutement de cargos dépendants du systeme ESCRT

Le complexe ESCRT-I a été décrit pour la premiere fois, pour son implication dans la
reconnaissance de protéines flanquées d’une Ub et de leur intégration dans les ILVs du MVB,

leur permettant ainsi d’échapper a une dégradation par les enzymes lysosomales. Puis le

Tableau 9 : Machineries moléculaires utilisées dans les différents mécanismes de biogenése et
de sécrétion des EVs

D’apres Hurley 2015, Larios 2020, van Niel, D’Angelo et Raposo, 2018.

Exosome Ectosome
Cargo . . . . Cargo . . .
. 8 Biogenesis ILV formation Secretion . 8 Biogenesis Secretion
recruitment recruitment
ESCRT-0 ESCRT-I/I1 ESCRT-II/VSP4
ESCRT- ARRDC1 ESCRT-I/1I ESCRT-IIl + Vsp4
dependant . ESCRT-Nl/ | SMase TSG101
Syntenin/Syndecan ALIX/TSG101 ARF6/RhoA-
VSP4 +PLD
ROCK
’ Smase + PLD ARF6/RhoA-ROCK
ESCRT- C d CD9/CD81
indesedant | CD9/CDB1/CD63 eg?wn:sss/ SMase + PLD o c{)cal iy Calpains/Ca?* PLD
indepedan v Y + Floppases/Flippases Acto-myosine
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systeme ESCRT a également révélé sa participation dans la biogenése des MVBs et des ILVs a
partir de leur propre membrane.

Au-dela de la formation de vésicules, le complexe ESCRT-Ill, par la formation d’un anneau
contractile autour des membranes, est indispensable lors de nombreuses fonctions
cellulaires : la cytodiérese qui est I'étape finale de la division cellulaire ou encore lors du
neurodéveloppement dans I'élagage des prolongements neuronaux (appelés neurites et
regroupant les axones et les dendrites) surnuméraires qui n‘auraient pas formé de synapse

(Figure 22) (Hurley 2015; Katzmann, Babst, et Emr 2001).

Dans la biogenese de I'ILV, les complexes O, | et Il seront impliqués dans le recrutement
du contenu a transporter par I'EV grace a leurs domaines de liaison a I'Ub. Cette phase de
recrutement pour les ectosomes, se fait par I'interaction entre une Ub ligase, ARRDC-1 (pour
arrestin domain—containing protein 1) et TSG101 (pour Tumor susceptibility gene 101) qui
ensemble permettent de diriger les protéines modifiées vers un motif PSAP exprimé au niveau
de la MP (Figure 23 et Tableau 8).

Ces phases de recrutement de cargos dépendante d’ESCRT sont ainsi dirigées par I'Ub laissant

penser qu’un défaut d’ubiquitination, de protéasome ou encore de l'autophagie qui
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Figure 22 : Fonctions cellulaires du systéme ESCRT
D’apres Hurley 2015.
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D’aprées van Niel, D’Angelo et Raposo, 2018.

permettent de dégrader les protéines poly-ubiquitinées comme dans les MPSs et MNDs va
impacter la biogenese des EVs (Cao et al. 2019; Eskelinen et Saftig 2009).

Il est a noter que I'ajout d’'une Ub n’est pas la seule modification post-traductionnelle (MPT)
utilisée pour l'adressage de protéines destinées a leur empaquetage par les EVs. La cellule en
réponse a différents stimuli va adapter son choix de MPT en fonction de la réponse attendue
dans la cellule cible, c’est-a-dire une résistance a la dégradation ou encore I'enrichissement de
I’'EV en une molécule donnée. Peut étre ajouté sur la protéine des lipides, par la palmitoylation
ou la farnesylation qui vont permettre de lier les protéines au radeaux lipidiques de I'EV, des
modifications chimiques comme l'acétylation qui peut diriger la protéine vers une dégradation
lysosomale, ou encore des glycosylations, I'ajout de protéines et d’acides nucléiques (Figure
24) (Moreno-Gonzalo, Fernandez-Delgado, et Sanchez-Madrid 2018). L'appareil de Golgi étant
le centre des MPT, il parait envisageable que des dysfonctions de cet organite comme retrouvé

dans la MPS Il puisse engager des défauts de chargement actif des EVs.
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Une voie alternative a la biogenese des ILVs appelée syndécan—synténine—ALIX est
aussi dépendante d’ESCRT et méme qualifiée de canonique, est représentée par TSG101, une
sous-unité d’ESCRT-I et ALIX (pour Apoptosis-linked gene 2-interacting protein X), une
protéine accessoire d’ESCRT. Cette branche de biogenese est induite par la synténine qui
recrutera ALIX via un motif tétrapeptidique spécifique YPXL et qui sera également liée a une
tétraspanine CD63, mais surtout au niveau intraluminal a un HSPG, le syndécan-1 enchassé
dans la membrane (Figure 23 et 25 et Tableau 8) (Colombo, Raposo, et Théry 2014; Hurley
2015; Kalra, Drummen, et Mathivanan 2016; Larios et al. 2020; van Niel et al. 2018; Stahl et
Raposo 2019).

Cette voie syndécan—synténine—ALIX mais plus largement la sécrétion des exosomes
sera régulée par les syndécans, qui pour rappel sont les HSPGs transmembranaires
membranaires les plus représentés. Mais surtout des études ont montré que la HSPE qui clive
les chalnes d’HS aux niveaux intra- et extracellulaire (Figure 3, page 19), va promouvoir
I'internalisation de syndécans par la cellule, la biogénése d’exosomes chargés en cargo
syndécans, mais aussi leur sécrétion dépendante de la voie syndécan—synténine—ALIX (Cerezo-

Magafia, Bang-Rudenstam, et Belting 2020; Roucourt et al. 2015; Thompson et al. 2013).

Tous les acteurs de cette voie participeront ensemble au recrutement de cargos et

surtout ALIX qui se trouve étre importante dans le tri de micro ARNs (miRNAs ou miRs) et de
protéines liées a 'ARN (RBP pour RNA binding proteins) comme argonaute 2 (Ago2) impliquée
dans la prise en charge des miRNA:s.
Effectivement, les EVs peuvent contenir et transporter différents types d’ARNs tels que les ARN
messagers (MRNAs), de transfert (tRNAs) mais surtout ils sont enrichis en petits ARNs non
codants tels que les miRNAs, les ARNs interagissant avec piwi (piRNAs), les petits ARNs
nucléaires (snRNAs) et nucléolaires (snoRNAs), ou encore les Y-RNAs.

Les miRNAs sont ceux qui suscitent le plus grand intérét et les plus étudiés car leurs
fonctions biologiques sont bien décrites puisqu’ils sont impliqués dans la répression de la
synthese protéique car de par leur liaison aux mRNAs, ils vont mener a leur dégradation ou
empéche leur traduction par les ribosomes. En effet, leur expression est inversement liée a
celle du mRNA cible et ainsi I'enrichissement d’'un miRNA dans une EV aurait pour but d’inhiber

I'expression d’une protéine cible (He et Hannon 2004).
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Le remplissage des miRNAs dans les EVs peut se faire passivement dans le cas des
ectosomes par leur présence en abondance dans le cytosol ou par le biais de phénomeénes
actifs dans le cas des exosomes. La régulation de leur chargement implique que les miRNAs
présentent dans leur séquence un EXO-MOTIF ciblant leur destination vers un exosome en
représentant un domaine de liaison par les RBPs qui les prendront en charge telles qu’Ago2,
YB-1 ou la ribonucléoprotéine hnRNPA2B1. Cette derniere a I'instar des protéines, devra étre
modifiée post-traductionnellement par la SUMOylation ou O-GIcNAcylation pour pouvoir
prendre en charge le miRNA, représentant une étape de contréle supplémentaire dans la
sélection des miRNAs a charger dans un exosome (Figure 24) (Abels et Breakefield 2016; Baietti
et al. 2012; Dixson et al. 2023; Driedonks et Nolte-'t Hoen 2019; Hurley 2015; lavello et al.
2016; Stahl et Raposo 2019; Villarroya-Beltri et al. 2013).
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Figure 24 : Structure et composition moléculaire d'une EV
D’aprés Colombo et al. 2014.
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Finalement, ont déja été retrouvés dans les EVs de 'ADN génomique en tres faible
quantité mais surtout de 'ADN mitochondrial (mtDNA) qui peut étre relargué par la
mitochondrie endommagée suite a un stress important dans la cellule. Ce transport de mtDNA
peut aussi étre lié aux faits que 1) les ectosomes sont capables de transporter des
mitochondries entieéres et que 2) des mitovésicules ont été décrites derniérement, elles sont
sécrétées par la mitochondrie, de tres petite taille et avec une simple membrane mais qui
pourraient étre co-isolées avec des exosomes (D’Acunzo et al. 2022; Puhm et al. 2019) (Figure

24).

3.2.1.2 Biogenese et recrutement de cargos indépendants du systeme ESCRT

De maniere générale, la biogenese des EVs ESCRT-indépendante est médiée et
finement régulée par la composition lipidique de la MP et du MVB ainsi que par le
rassemblement de cargos transmembranaires telles que les tétraspanines comme CD9, CD81
et spécifiquement CD63 pour les ILVs. Ainsi, ces tétraspanines —au méme titre que les autres
protéines et lipides engagés dans la biogenése — seront des marqueurs spécifiques des EVs et
seront largement utilisées pour leur caractérisation biochimique (Welsh et al. 2024).

Dans le cas des ectosomes, en plus des tétraspanines, le glycocalyx va jouer un réle
dans le recrutement de cargos, mais va aussi agir sur le cytosquelette qui va induire des

courbures de la membrane a l'origine d’une sécrétion de vésicule (Rilla 2021).

De maniére commune a tous les EVs, la modulation de la composition lipidique de la
MP ou de la membrane du MVB et leur réarrangement vont permettre d’induire des
bourgeonnements ou des incurvations de ces dernieres. La MP est majoritairement composée
de glycérophospholipides et de sphingolipides telles que la sphingomyéline (SM) ou le
céramide (Cer). En comparaison la bicouche lipidique qui forme les futurs EVs contient plus de
phosphatidylsérine (PS), de SM, de Cer, d’acides gras saturés et de cholestérol et de maniere
intéressante le ganglioside GM3 est aussi tres représenté.

La particularité de la membrane des EVs est que I'asymétrie caractéristique de la MP
n‘est pas conservée, et que la PS est surexposée sur le feuillet externe. La modification de
composition des lipides et leur inversion entre le c6té interne et externe de la MP qui sera

essentiel aux mouvements de la membrane est possible suivant plusieurs mécanismes, le
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premier est par I'action de la sphingomyélinase (SMase). La translocation de la SMase vers le
milieu extracellulaire ou sa présence intraluminale dans le MVB va lui permettre de convertir
la SM en Cer.

De maniere ATP-dépendante les floppases, qui sont des translocases conduisent a
I'externalisation de la PS, mais nécessitent I'action conjointe de flippases qui vont conditionner
le passage de phosphatidylcholine ou de sphingomyéline vers le c6té interne pour maintenir
une asymétrie membranaire et éviter sa rupture. Les scramblases sont également capables de
catalyser ces réactions mais sont dépendantes de la teneur en Ca?* intracellulaire, et peuvent
induire le transport des lipides dans les deux sens.

Finalement, la phospholipase D est capable d’induire la voie syndécan—synténine—ALIX
pour la biogenese des exosomes de maniere ESCRT-dépendante mais aussi elle peut recruter
ARF6 (pour ADP-ribosylation factor 6) qui sera impliquée dans la biogenése des EVs de maniére
ESCRT-indépendante (Tableau 9, Figure 23) (Abels et Breakefield 2016; Colombo et al. 2014;
Record et al. 2018; Su et al. 2021).

3.2.2 Sécrétion des vésicules extracellulaires

Suite au chargement de la vésicule par le cargo en protéines, lipides et ARNs présents
dans le cytosol, la formation finale des ILVs dans le MVB ou la sécrétion d’ectosomes a la MP

se fait de maniere ESCRT-dépendante grace au complexe ESCRT-Il recruté par ESCRT-1l ou ALIX

Figure 25 : Bourgeonnement vésiculaire par les protéines ESCRTs
D’apres Hurley 2015.
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respectivement. ESCRT-lll sera capable de former une spirale autour du bourgeon
membranaire, puis sous l'action de I'ATPase VSP4 (pour vacuolar protein sorting 4-A)
d’étrangler sa base pour séparer I'EV de la membrane (Tableau 9, Figure 23 et 25).

En plus de sa fonction de constriction, ESCRT-1ll sera essentiel pour la réparation de la MP apres
bourgeonnement, dépendamment d’un influx calcique au niveau du pore membranaire. ALG-
2 (pour apoptosis linked Gene-2) jouera le réle de senseur de ce Ca?* et recrutera ALIX
accompagné d’ESCRT-IIl et de VSP4 qui procederont a la réparation (Ciardiello et al. 2020;
Colombo et al. 2014; Hurley 2015; Kalra et al. 2016; van Niel et al. 2018; Stahl et Raposo 2019).

La fermeture et la sécrétion de l'ectosome peut aussi se faire de maniere ESCRT-

indépendante, sous l'effet de I'augmentation de la concentration en Ca?* intracellulaire
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permettant I'action de protéases, les calpaines qui vont désolidariser les liens établis entre le
cytosquelette et la MP et lui permettre de subir des courbures. Puis, les GTPases ARF6 et Rho
A (pour ras homolog family member A) vont s’activer et recruter ERK (pour extracellular signal-
regulated kinase) et ROCK (pour RHO-associated protein kinase) qui au travers de I'activité de
la PLD, sont impliquées dans l'activité contractile du complexe actine-myosine menant a la
formation puis a la fermeture de la vésicule par fission de la MP (Ciardiello et al. 2020; Egea-

Jimenez et Zimmermann 2018; Kalra et al. 2016; van Niel et al. 2018; Record et al. 2018).

Le MVB chargé en ILVs formées est prét a échapper a la voie lysosomale et a délivrer
son contenu dans le milieu extracellulaire par fusion avec la MP a laquelle il sera adressé et
transporté dépendamment du réseau MTOC sous le contréle d’ORP1L et de Rab 27 (page 16).
Son ancrage a la MP implique la voie ARF6/RhoA-ROCK qui régit le cytosquelette d’actine et
du complexe des protéines de fusion SNAREs, dont résulte également la fusion entre
endosomes et lysosomes (Figure 26 et Figure 1, page 16) (Kalra et al. 2016; Mathieu et al.

2019; van Niel et al. 2018).

3.2.3 Voies d’internalisation et réle des vésicules extracellulaires
dans la cellule cible

Les EVs sont centrales dans la médiation de la communication intercellulaire et ont
pour cible des cellules a plus ou moins longue distance. De maniére évidente, les EVs peuvent
interagir directement avec des cellules voisines (délivrance paracrine) et méme avec la cellule
sécrétrice (délivrance autocrine) or elles sont connues pour étre capables d’atteindre d’autres
tissus et systémes en empruntant la circulation sanguine (délivrance endocrine) (Figure 27)
(van Niel et al. 2022).

Grace a leur aptitude a traverser par transcytose des barrieres physiques telles que la BHE ou
les cellules endothéliales des vaisseaux, les EVs représentent un grand intérét dans le domaine
biomédical. Le sang ne sera pas leur seul réservoir fluidique et les EVs seront aussi capables
d’atteindre le LCR et les urines. Egalement, elles peuvent rejoindre le cerveau depuis la

périphérie et inversement. Ainsi I'étude des EVs dans la recherche sur les maladies neuronales
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devient une incontournable pour le développement d’outils de diagnostic et de suivi et de

vecteurs pour des molécules thérapeutiques (Saint-Pol et al. 2020).

Une fois dans le milieu extracellulaire ou méme dans les fluides biologiques, les EVs
vont interagir avec les HSPGs libres de la MEC, mais également avec un grand nombre de
ligands divers (Figure 27) (Gerlach et Griffin 2016). Des études récentes ont montré que par
leur force d’interaction avec leur environnement, les EVs peuvent également charger des
protéines coronaires. Ce nouveau compartiment coronaire de I'EV peut étre composé
d’éléments de matrice, de cytokines et chimiokines, d’'immunoglobulines et méme d’enzymes
attachées par des liaisons avec une affinité plus ou moins importante (Buzds et al. 2018;

Heidarzadeh et al. 2023; Téth et al. 2021).
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Les HSPGs présents a la surface de la cellule cible, vont également jouer un role dans
la reconnaissance des EVs médiant directement une réponse cellulaire via la transduction du
signal. Les HSPGs ne seront pas les seuls a jouer le role de récepteur aux EVs qui peuvent aussi
étre de type intégrine ou méme des protéines reconnaissant les lipides comme la PS enrichie

a la surface de I'EV (Figure 27 et 28) (van Niel et al. 2022, 2018; Record et al. 2018).

Les mécanismes d’internalisation de I'EV sont encore trés peu compris et décrits mais
il est connu que les HSPGs sont aussi capables d’induire I'internalisation de I'EV par la cellule
cible a travers la voie d’endocytose (Buzas et al. 2018; Cerezo-Magafia et al. 2020; Dixson et
al. 2023). C’'est également le cas pour les protéines transmembranaires reconnaissant la PS
telles que les annexines et qui se trouvent étre tres importantes dans la médiation de la
phagocytose par le macrophage.
Linternalisation de I'EV peut également étre le résultat de la fusion de I'EV avec la MP qui va
directement libérer son contenu dans le cytoplasme de la cellule, ou de I'endocytose qui peut
étre médiée par des vésicules recouvertes de clathrine, cavéoline ou juste induite par les
radeaux lipidiques.
Lendocytose de I'EV va directement la mener vers la voie endolysosomale ou comme
n’importe quel matériel extracellulaire I'EV sera soit dirigée vers les endosomes de recyclage

ou le MVB pour un retour et une sécrétion a la MP. Lorsque au sein du MVB la membrane de
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I'EV peut fusionner avec celle du MVB et délivrer son contenu dans le cytoplasme, ou bien
terminer sa route jusque dans I'endolysosome ou elle sera dégradée avec son contenu ou non
qui en fonction de sa nature peut étre larguer dans le cytoplasme au travers des canaux

lysosomaux (Figure 27 et 28) (van Niel et al. 2022, 2018; Raposo et Stoorvogel 2013).

3.3 PHYSIOPATHOLOGIE DES VESICULES EXTRACELLULAIRES

3.3.1 Altération de la voie des HSPGs et implications dans la
communication intercellulaire

Les HSPGs jouent un rdle central dans la biogenese des EVs via la voie syndécan-
synténine-ALIX, mais aussi dans leur trafic intercellulaire ou encore dans leur internalisation et
la transduction d’un signal dans la cellule cible.

De maniére évidente dans la MPS lll, la cellule rencontre des problémes dans la dégradation
des HSs et plus largement des HSPGs mais aussi et certainement dans leur synthese puisqu’elle
a principalement lieu dans I'appareil de Golgi qui présente une désorganisation et des défauts
fonctionnels importants (Vitry et al. 2010). Comme développé précédemment (page 49-55)
ces altérations de compartiments intracellulaires et I'abondance de matériel non dégradé
provoquent des défauts de transports intracellulaires des MVBs pour un ancrage a la MP et
une libération d’EVs. Mais aussi des défauts d’adressage de vésicules golgiennes contenant des
HSPGs de novo synthétisés ou des syndécans recyclés depuis la MP par la voie endosomale et
pouvant directement impacter le recrutement de cargos essentiel a la biogenese des EVs
(van Niel et al. 2018).

De plus, I'HSPE est impliquée dans l'internalisation de syndécans et donc directement dans la
biogénese et la sécrétion d’EVs dépendante de la voie syndécan-synténine-ALIX. Ainsi nous
pouvons imaginer une dérégulation de I'activité de I’'HSPE qui, en tentant de palier aux défauts
de dégradation de I'HS par les autres enzymes lysosomales, engendre une modulation de la
biogeneése et la sécrétion d’exosomes. Mais aussi, 'abondance d’"HSOs dans le cytoplasme et

liés aux PGs membranaires mene a penser que I'EV sera capable de transporter des HSOs de
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maniere passive ou active par lI'induction de la formation d’exosomes par les syndécans.

(Cerezo-Magafiia et al. 2020; Roucourt et al. 2015; Thompson et al. 2013).

Egalement, les défauts de flux autophagiques et endolysosomaux, empéchant la
clairance des HSOs et autres substrats ainsi que I'abondance de Ca?* vont pousser la cellule a
sécréter des exosomes, des ectosomes, des autophagosomes mais aussi des vésicules
lysosomales, nous conduisant a penser que les HSPGs transmembranaires, intraluminaux et
les HSOs seront surreprésentés dans les vésicules (Medina et al. 2011; Tancini et al. 2019). Ces
mémes vésicules qui une fois dans le milieu extracellulaire seront capables de capter au niveau
coronaire par leurs HSPGs de nouveaux HSOs accumulés dans la MEC et le cytosol (Figure 27)
(Buzas et al. 2018; Gerlach et Griffin 2016; Heidarzadeh et al. 2023; Téth et al. 2021).
Finalement, cette profusion de d’"HSPGs de type syndécan a la surface de la vésicule mais aussi
a la surface de la cellule cible puisqu’ils permettent directement I'induction de I'endocytose
pourraient conduire a une augmentation de l'internalisation de ces EVs surchargées en HSOs

et HSPGs (Cerezo-Maganiia et al. 2020).

L'état physiopathologique de la cellule régule aussi ce cycle de biogenese, sécrétion et
internalisation d’EV. Effectivement, ces mécanismes nécessitent un apport important en Ca?*
et en ATP impliquant des canaux calciques et des récepteurs purinergiques, qui nous le savons
ont aussi un role central dans la neuroinflammation, la neurodégénérescence et la pathologie
associée a la surcharge lysosomale. L'altération de la signalisation cellulaire sera donc décisive
dans l'induction de la sécrétion d’EVs mais aussi dans leur dissémination de matériel
pathologique (Bécot, Volgers, et van Niel 2020; Colombo et al. 2014; Dixson et al. 2023;
Minakaki et al. 2018; van Niel et al. 2022; Tancini et al. 2019).

3.3.2 La microglie et ses vésicules extracellulaires

Au-dela de garantir la communication intercellulaire a longue distance, les EVs ont une
pléthore de fonctions biologiques dans le SNC, et offrent une signalisation plus dense et
complexe que par la délivrance de messagers via les jonctions cellulaires ou au travers des

molécules solubles.
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Lensemble des cellules du SNC sont capables de sécréter et d’internaliser des EVs qui
participent a I'entretien d’un grand nombre de processus de développement et de soutien
dans le maintien des activités de transmission et de plasticité synaptiques du neurone. A
I'inverse, dans des conditions pathologiques, les EVs seront aussi capables de répandre la
réponse inflammatoire ou le stress oxydant par la transmission de matériel altéré (Budnik,
Ruiz-Cafiada, et Wendler 2016; Delpech et al. 2019; Frihbeis et al. 2013; Kramer-Albers et Hill
2016; Pistono et al. 2021).

La microglie de par son lignage myéloide — contrairement aux autres cellules cérébrales
— a longtemps été caractérisée par son role principal de macrophage, représentant la seule
cellule immunitaire capable de médier I'inflammation centrale par la sécrétion de cytokines
pro-inflammatoires et de protéger le cerveau physiquement isolé par la BHE des autres

systemes périphériques, d’atteintes pathogéniques externes. Communément aux

Figure 29 : Capacité et fonctions cérébrales de la microglie

D’aprées Paolicelli et al. 2022.
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macrophages périphériques, la microglie homéostatique dite MO peut, suite a la rencontre
d’un pathogene, adopter un phénotype pro-inflammatoire dit M1 ou un phénotype anti-

inflammatoire dit M2.

Depuis, cette vision a beaucoup évolué grace au développement de la cytométrie en
flux et de lI'avénement des techniques de protéomique ou de séquencage ARN sur cellule
unique (single-cell RNAseq). Les études démontrent que la microglie adopte de maniere
dynamique différents phénotypes, pouvant passer par des stades intermédiaires et en
adéquation avec la description non plus uniqguement qualitative mais aussi quantitative de
I'expression de marqueurs membranaires spécifiques. De plus, d’autres phénotypes ont
émergé et décrivent une microglie qui évolue spatialement et qui est spécifique de
I'environnement neuronal. Les DAM (pour disease associted microglia) par exemple, sont
associées aux MNDs comme I’AD et sont localisées au niveau des plaques A et leur fonction
principale est la phagocytose de protéines accumulées comme I'AB (Deczkowska et al. 2018;
Gao et al. 2023; Keren-Shaul et al. 2017; Li et al. 2021; Muzio, Viotti, et Martino 2021;
Woodburn, Bollinger, et Wohleb 2021).

Ces techniques ont également permis de montrer que la microglie est présente dans le
SNC des le développement embryonnaire et qu’elle est essentielle a la neurogénése et aide a
la prise en charge de la migration des neurones ou du guidage axonal (Cserép, Pésfai, et Dénes
2021; Thion, Ginhoux, et Garel 2018). Apres la naissance, elle continue de participer a ces
fonctions essentielles au neurone en influencant directement la plasticité synaptique grace a
la formation de synapses fonctionnelles notamment par |'élagage d’épines dendritiques
surnumeéraires. Indirectement elle régule aussi la myélinisation et la transmission synaptique
par la modulation de I'activité des oligodendrocytes et des astrocytes respectivement (Figure

29) (Gabrielli, Raffaele, et al. 2022; Paolicelli et al. 2022; Sierra, Paolicelli, et Kettenmann 2019).

Les EVs sécrétées par la microglie ne sont que le reflet de toutes ces fonctions et
phénotypes évoquées.
Ainsi, leur isolation puis la caractérisation de leur contenu spécifique représente un attrait
pour la communauté scientifique dans la description ou méme la découverte de populations

cellulaires. Effectivement, dans un contexte de MND il a largement été décrit qu'elles
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participent a la neurodégénérescence par le transport de protéines et de miRNAs pro-
inflammatoires mais aussi de protéines mal repliées comme AP, tau, a-synucléine ou encore

de type prion (Asai et al. 2015; Guo et al. 2020; Li et al. 2023; Prada et al. 2018; Ruan et al.

2020; Sigdel, Swenson, et Wang 2023; Xia, Wang, et Zheng 2022).

Cette transmission de contenu pathogénique par les EVs de microglie est une
caractéristique partagée avec les autres cellules du SNC tels que les astrocytes (D’Arrigo et al.
2021; Wang et al. 2017; You et al. 2020; Zhao et al. 2021), les oligodendrocytes (Friihbeis et
al. 2013, 2020; Kramer-Albers et Hill 2016; Pistono et al. 2021) ou encore les neurones

(Gabrielli, Tozzi, et al. 2022; Lachenal et al. 2011; Sardar Sinha et al. 2018).
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Ce postulat se traduit par la possibilité de purifier des EVs représentatifs de I'état pathologique
d’un l'individu a partir de tissus cérébraux (Hurwitz et al. 2018; Muraoka et al. 2020, 2021;

Ruan et al. 2021; Su et al. 2021) ou de fluides biologiques comme le LCR, le plasma ou encore
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les urines (Guo et al. 2020; de Menezes et al. 2022; Minakaki et al. 2018; Saman et al. 2012;
Shi et al. 2014).

Néanmoins, méme si la globalité du contenu de I'EVs est semblable entre les cellules issues
d’un méme environnement physiopathologique, il peut varier finement et contenir des
molécules spécifiques d’un type cellulaire (Figure 30) (Xia et al. 2022). Mais surtout ces EVs
auront des effets propres a la cellule qui les internalise comme cela a récemment été décrit

pour les EVs issues de la microglie (Figure 31) (Gabrielli, Raffaele, et al. 2022).

La caractérisation du contenu des EVs issues de la microglie et plus largement du SNC
mais aussi I'étude de leurs fonctions au sein de cellules réceptrices n‘ont encore jamais été
décrites dans la physiopathologie liées aux MNDs pédiatriques comme la MPS Il et c’est dans

ce contexte que s’intégre mes travaux de these.
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1 HYPOTHESE ET OBJECTIFS

Dans le syndrome de Sanfilippo, la surcharge lysosomale liée au défaut de dégradation
des HSOs est généralisée dans toutes les cellules du corps humain. Au sein du SNC, nous avons
mis en évidence que I'accumulation extracellulaire des HSOs isolés de patients MPS IIl n'induit
pas une activation directe des neurones primaires. Or, la production de cytokines pro-
inflammatoires par les neurones est possible suite a la transmission de messagers présents
dans le milieu conditionné de culture de microglie activée par ces mémes HSOs. Egalement,
de nombreux travaux portant sur I'étude de maladies neurodégénératives adultes, ont
démontré I'implication des EVs sécrétées par la microglie dans la transmission de protéines

mal repliées et de contenu pro-inflammatoire.

Mon travail de these repose sur I'hypothése que la propagation de la
neuroinflammation dans le syndrome de Sanfilippo, pourrait étre médiée par les EVs
provenant de cellules cérébrales activées par les HSOs et plus particulierement par la
microglie. Ainsi, les EVs du SNC présenteraient un contenu spécifigue au contexte
physiopathologique de la MPS Ill et la transmission de leur cargo participerait a la progression
de la neuropathologie.

De par son aspect fondamental, ce travail permettra de mieux comprendre la
physiopathologie de la MPS lll, étape essentielle au développement de traitements curatifs
efficaces. D’autre part, la mise en évidence d’un chargement spécifique dans les EVs, poserait
les fondements quant a |'utilisation des EVs comme biomarqueurs, permettant d’évaluer chez

les patients la réponse thérapeutique aux thérapies cours de développement.

Afin de répondre a cette hypotheése, j’ai suivi deux objectifs de travail au cours desquels
jai étudié deux types d’EVs issues de deux modeles de MPS lll. Afin d’étudier dans quelle
mesure la composante inflammatoire est a I'origine de la neuropathologie, j’ai choisi d’utiliser
comme modele in vitro, la lignée microgliale murine BV-2 activée suite au traitement par des
GAGs de patients MPS Il et dont les EVs ont été isolées a partir de surnageant de culture.

Aussi, j'ai étudié des EVs ex vivo isolées a partir de tissus cérébraux du modeéle murin MPS IlIB,
J
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déficient en I'enzyme Naglu et agé de 1 mois, 4 mois et 8 mois, représentatif des différents

stades de I’évolution de la maladie.

Objectif 1 : évaluation de la composition moléculaire des EVs d’'un modéle de microglie MPS
lll. Par des analyses de contenu utilisant des approches de protéomique et de
transcriptomique ainsi que des techniques ciblées, jai étudié la différence en messagers
protéiques et en ARNs entre des EVs issues de microglie saine et MPS Ill. Avec I'aide d’analyses
prédictives je me suis intéressée aux cibles potentielles que ces médiateurs pouvaient avoir

dans une cellule réceptrice, tel que les neurones, a ces EVs.

Objectif 2 : étude de la réponse neuronale au message transmis par les EVs de modéles de
MPS I1ll. Dans la continuité du premier objectif, j'ai étudié au niveau fonctionnel la réponse
physiopathologique de neurones naifs corticaux primaires murins lorsqu’ils sont exposés
chroniquement a des EVs de MPS Ill. Par immunofluorescence, j’ai évalué les changements
morphologiques adoptés par les neurones et particulierement au niveau somato-dendritique.
Par analyse transcriptomique de type RNAsequencing, jai étudié les modifications
transcriptionnelles des neurones exposés a des EVs caractéristiques des différents stades de la

maladie.
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2  RESULTATS EXPERIMENTAUX

2.1 ARTICLE “EXTRACELLULAR VESICLES FROM MUCOPOLYSACCHARIDOSIS

TYPE Il MICROGLIA IMPAIR NEURITE GROWTH”

2.1.1 Résultats soumis a la publication

Les travaux précédents de I'équipe, ont démontré que la microglie joue un role central
dans l'initiation de la neuroinflammation dans le cortex de la souris MPS llIB, et ce dés 10 jours.
Laccumulation rapide et progressive des HSOs dans le milieu extracellulaire active
massivement la microglie qui exprime fortement le récepteur TLR4 et sécrete en réponse un
cocktail de cytokines pro-inflammatoires indispensables au recrutement de partenaires
immunitaires et a la résolution de l'inflammation. Or, en l'absence de résolution de
I'accumulation des HSOs, la neuroinflammation va se généraliser a 'ensemble des structures
cérébrales et devenir chronique (Ausseil et al. 2008; Puy et al. 2018), elle persiste tout au long
de la vie de la souris MPS IlIB et conduira a la neurodégénérescence. Dans la MPS IIIB et plus
largement dans la MPS lll, I'induction du phénomeéne de neuroinflammation est bien décrite,
mais il reste des interrogations concernant sa propagation et I'implication de la microglie mais
aussi d’autres acteurs dans ce mécanisme.

Comme exposé dans la partie précédente, nous émettons |'hypothese que la
propagation de la neuroinflammation impliquerait les EVs sécrétées par la microglie activée
par les HSOs pathogéniques. Dans ce premier article scientifique intitulé « Extracellular
vesicles from mucopolysaccharidosis type Ill microglia impair neurite growth » — soumis au
journal « Journal of Neuroinflammation » le 25 mars 2024 et déposé sur BioRxiv — j'ai étudié

cette hypothese.

Afin d’étudier le contenu des EVs de microglie nous avons validé et utilisé un systeme
cellulaire in vitro simple, nous permettant d’isoler une grande quantité d’EVs pures et de
maniere reproductible. J’ai ainsi traité la lignée de microglie murine BV-2 — largement utilisée

par la communauté scientifique puisqu’elle répond fortement au LPS — avec des GAGs purifiés
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biochimiquement a partir d’urine de patients MPS lIl. Ces GAGs totaux présentent une
majorité d’HSs partiellement dégradés qui permettent I'activation de la microglie BV-2.

Les EVs sont récoltées directement a partir du surnageant de culture apres traitement
par la technique d’ultracentrifugation différentielle (dUC) que j'ai mise en place dans le
laboratoire puis validée avec différentes approches selon les recommandations du MISEV
(Théry et al. 2018).

Aussi cette méthode de purification et ce modele cellulaire nous ont permis de nous intéresser
aux deux grandes populations d’EVs par leur isolation a l'issu de deux ultracentrifugations
distinctes. Les petites EVs enrichies en exosomes, plus légers sont obtenues apres
centrifugation a 100.000 g alors que les grandes EVs enrichies en ectosomes, plus denses sont
obtenues apres centrifugation a 12.000 g. Ces derniers sont faiblement représentés et

nécessitent donc des volumes importants de milieu de culture conditionné pour leur étude.

Par des techniques omiques, j'ai démontré dans ce travail, qu’en considérant I'effet de
traitement par les GAGs sur les EVs, la différence de contenu en protéines et en miRNAs est
similaire entre les deux populations de petites et grandes EVs. Cependant |'étude des EVs par
technique de Nanoparticle Tracking Analysis (NTA) a démontré qu’il semblait y avoir une
tendance a la diminution de la sécrétion de petites EVs et inversement, une augmentation de
la libération de grandes EVs par la microglie traitée avec des GAGs de patients MPS IlI.
Lanalyse protéomique par chromatographie en phase liquide couplée a la spectrométrie de
masse en tandem (LC-MS/MS) a révélé que les EVs sécrétés par les BV-2 traitées par des GAGs
MPS Il (MPS 1II-EVs) transportent un contenu pro-inflammatoire. Egalement, de maniére
intéressante ces MPS IlI-EVs sont dépourvues en molécules trophiques impliquées dans le
neurodéveloppement.

En accord avec les résultats de protéomique, le séquencage des petits ARNs (miRSeq) a montré
I'enrichissement des MPS IlI-EVs en 4 miRNAs ayant pour cible des mRNAs (dont ils vont
réprimer la traduction) également impliqués dans la neuroinflammation et le

neurodéveloppement.

Finalement, par microscopie a fluorescence j’ai pu montrer que les MPS IlI-EVs et leur

contenu pathologique vont avoir un effet délétere sur les neurones corticaux murins purifiés

108



PARTIE EXPERIMENTALE

a partir de souriceaux sauvages, grace a une technique de culture primaire que j’ai également
mise au point au sein de notre équipe.

Grace a au logiciel Imaris qui allie le traitement d’images en mosaique et l'analyse
multiparamétrique des neurones par l'intelligence artificielle, j’ai pu montrer que les MPS llI-
EVs conduisent a une diminution de l'aire représentée par les prolongements neuronaux et
plus spécifiquement des dendrites qui sont raccourcies. De plus, jai pu quantifier une
désorganisation de I'arbre dendritique, une perte de la densité des épines dendritiques et une

augmentation de la surface du soma du neurone.

Ce travail décrit pour la premiere fois dans le syndrome de Sanfilippo — et plus
largement dans une maladie neurodégénérative pédiatrique — des EVs de microglie pro-
inflammatoire activée par le métabolite accumulé dans la MPS Il et présentant un contenu
qui est aussi bien inflammatoire que dépourvu en molécules neurotrophiques. Mais aussi le
réle des EVs dans l'induction d’altérations du réseau neuronal partageant les mémes
caractéristiques que celles décrites dans les modeles in vivo MPS Il (Bigger et al. 2018;
Hamano et al. 2008; Harm et al. 2021; Hocquemiller et al. 2010; Pard et al. 2021), et qui
pourraient étre sous-jacents d’une neurotransmission défectueuse et in fine d’une
neurodégénérescence également décrites (Para et al. 2021, 2020).

Cette étude a permis de valider in vitro notre hypothese et ouvre la voie a I'étude de la réponse
fonctionnelle du neurone exposé a des EVs pathologiques provenant du modele murin de MPS

IIB.
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Abstract

In the neurodegenerative mucopolysaccharidosis type III (MPSIII), accumulation of
abnormal glycosaminoglycans (GAGs) induces severe neuroinflammation by triggering the
microglial pro-inflammatory cytokines production via a TLR4-dependent pathway. But the
extent of the microglia contribution to the MPSIII neuropathology remains unclear.
Extracellular vesicles (EVs) mediate intercellular communication and are known to participate
in the pathogenesis of adult neurodegenerative diseases. However, characterization of the
molecular profiles of EVs released by MPSIII microglia and their effects on neuronal functions
have not been described. Here, we isolated EVs secreted by the BV-2 microglial cells after
treatment with GAGs purified from urines of MPSIII patients. Proteomics and RNA sequencing
analysis of MPSIII-EVs revealed a specific content involved in neuroinflammation and
neurodevelopment pathways. Treatment of cortical neurons with MPSIII-EVs induced a
disease-associated signature with somato-dendritic compartment alterations. This study is the
first to show that MPSIII-EVs can propagate neuroinflammation, deprive neurons of
neurodevelopmental factors and deliver a specific molecular message to surrounding naive
cells. This work provides a framework for further studies of biomarkers to evaluate efficiency

of emerging therapies.
Keywords

Mucopolysaccharidosis, Microglia, Neuroinflammation, Neurodegeneration, Extracellular

vesicle, Heparan sulfate
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1 Introduction

Mucopolysaccharidosis type III (MPS III, also known as Sanfilippo syndrome) is a

lysosomal storage disease (LSD) caused by the specific inability to degrade the
glycosaminoglycan (GAG) heparan sulfate (HS) — an essential component of the cell surface
and the extracellular matrix. There are four subtypes of MPS III (A, B, C and D), depending on
the mutated gene and the resulting enzyme deficiency (1). There are no disease-modifying
treatments for this rare but ultimately fatal disorder (incidence: ~1 per 70.000 live births) (2).
A number of innovative therapies for MPS III are being studied, and some reaching the mid-to-
late stages of clinical development (3), like gene therapy in MPSIIIB patients (4,5).
The partially degraded heparan sulfate oligosaccharides (HSOs) accumulate not only in the
lysosomal environment but also in other subcellular locations, the extracellular space, tissues,
and fluids (6) (including urine (7-9)). In MPS III, the accumulation of highly sulfated and
acetylated HSOs in brain tissues causes neuronal dysfunction and neuronal death; these
ultimately lead to neuropsychiatric problems, developmental delays, childhood dementia,
blindness, and death in the second decade of life (10). Interestingly, HSO accumulation is
associated with the progressive aggregation of AP, tau, a-synuclein, and prion proteins in brain
tissue in young children with MPS III (11-13). This reflects the pathophysiology of adult
neurodegenerative diseases because heparan-sulfate proteoglycans (HSPGs) and HS are also
found in the amyloid plaques in Alzheimer’s disease, Down’s syndrome, and prion diseases
(14). Moreover, a link between MPS III and Parkinson’s disease was suggested when mutations
causing the former were linked to a higher risk of developing the latter (15). Even though adult
neurodegenerative diseases and MPS III have different molecular and cellular pathogenic
mechanisms, chronic neuroinflammation is a hallmark of both conditions.

We have demonstrated previously that the progressive accumulation of abnormal HSOs
leads to the Toll-like receptor (TLR) 4-dependent activation of microglia through the MyD88
adaptor and the NF-kB pathway (9,16), which in turn results in neurodegeneration. Strong
activation of resident microglia and the secretion of high levels of inflammatory cytokines were
subsequently described early in the course of disease in canine and murine models of different
subtypes of MPS III (9,17-21). Higher expression levels of proteins related to immunity,
macrophage function and oxidative stress have been reported in the animal model’s brain
tissues and in human cerebrospinal fluid and plasma samples (22-24). Although microglia-

mediated inflammation is a key player in the pathogenesis of progressive neurological diseases,
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the mechanisms by which microglia influence the onset and propagation of neuroinflammation
and neurodegeneration remain unclear.

Several converging lines of evidence indicate that extracellular vesicles (EVs) secreted
by microglia have an essential role in not only the propagation of misfolded proteins such as
tau and a-synuclein (25-27) but also the transmission of inflammation, the impairment of
neuronal functions, and the promotion of neurodegeneration (28-31). EVs are lipid-bilayer-
delimited particles released by a variety of cells, including neurons, microglia and astrocytes
and which carry their specific cargos of proteins, RNAs and lipids over long distances. EV
biogenesis involves direct, outward budding from the plasma membrane (forming large,
ectosome-like EVs with a diameter >150 nm) or by inward invagination of the endosomal
membrane and fusion of the multivesicular body with the plasma membrane (forming small,
exosome-like EVs with a diameter of 30-150 nm) (32,33). The contribution of EVs to the
pathophysiology of MPS III or any neuropathic lysosomal storage diseases has not previously
been characterized.

In the present study, we looked at whether or not large and small MPS III microglia-
derived EVs are involved in the spreading of neuroinflammation and the functional impairment
of cortical neurons. To address this question, we isolated and characterized EVs released by
microglia murine cell line treated with GAGs (enriched in HSOs) extracted from the urine of
children with MPS III. Omics analyses at the protein and RNA levels revealed that these EVs
carried a characteristic cargo to recipient cells in central nervous system (CNS) and were
involved in the inflammatory response and neuronal development. After exposing primary
cortical neurons isolated from wild-type (WT) pups to MPS III microglia-derived EVs, we used
neurite imaging assays to show that the morphology of the somatodendritic compartment was

impaired.
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2 Methods

2.1 Patients, urine collection, and GAG purification.
Patients with MPS III
All six patients (aged from 6 to 28 years) had a diagnosis of MPS III (A, B or C). They all

presented with mental retardation and high concentrations of GAGs in the urine and have no
curative treatments. In line with the French Public Health Code (Code de la Santé Publique,
article L1211-2) approval by an investigational review board was neither required nor sought.
However, the parents of under-18 MPSIII patients and/or their legal guardians stated that they

did not object to the use of urine samples for biomedical research.

Collection of urine samples

Control urine samples from healthy children were obtained from our institution’s biological
resource center (Toulouse BioRessources, Toulouse, France). Samples of urine from patients
with MPS III patients and from age-matched unaffected donors were collected under sterile
conditions and immediately stored at -20°C. The characteristics of patients and controls are

described in Table 1.

Isolation of GAGs from urine samples

GAGs were extracted from urine samples provided by patients with MPS III and by aged-
matched healthy children using biochemical procedures described previously (9,55). Briefly,
urine samples were acidified to pH 5.5 with acetic acid and then centrifuged. All the
centrifugation steps were performed at 4°C, 2,400 x g for 10 min

The supernatants were incubated with cetylpyridinium chloride (200 pL 5% w/v) for 16h at
4°C and then centrifuged. After successive washes with ethanol solutions saturated with sodium
chloride, ethanol, and ether, the pellets were dried and resuspended in 0.6 M NaCl at 4°C for
3h. After centrifugation, supernatants containing solubilized GAGs were precipitated with
ethanol for 16h at 4°C. The pellets were washed as described above, resuspended in 0.6 M
NaCl, and used as GAG fractions.

2.2 Microglial cell line culture and treatment with GAGs
Cell culture

The BV-2 murine microglial cell line was maintained at a density of 0.05x10° cells/ml in BV-
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2 complete medium (RPMI-1640-Glutamax (RPMI) medium supplemented with 5% heat-
inactivated fetal bovine serum (FBS), 2 mM glutamine, 1 U/mL penicillin and 1 pg/mL
streptomycin) at 37°C in a 5% CO, atmosphere. The BV-2 cells were used from passages 5 to

15 and were negative for mycoplasma.

Treatment with GAGs

GAG fractions from patients with MPS III and from controls were pooled, as the same effects
were seen when cells were exposed to fractions from individual patients (as shown
previously) (16). GAGs were used at the optimal concentration of 5 ug/ml, as demonstrated

previously (9,16).

To check the proinflammatory BV-2 cell response to GAG treatment, cells were seeded for
flow cytometry and RT-qPCR assays at a density of 0.1 x10° cells/well or 0.15x10° cells/well,
respectively, in a 6-well plate for 24h before treatment with 5 pg/ml GAGs, as described
previously (9,16). RNA was extracted 24h after treatment, and flow cytometry experiments

were performed 48h after treatment.

For EV isolation, EV-depleted FBS medium was obtained by the ultracentrifugation of BV-2
complete medium supplemented with 20% FBS for 18h at 100.000 x g and 4°C in 38.5 mL
polyallomer Ultra Clear ultracentrifuge tubes (Beckman Coulter), using an Optima XPN-80
ultracentrifuge and an SW 32 Ti Rotor (Beckman Coulter) at maximum acceleration and
brake. Cells were seeded 24h before GAG treatment at a density of 0.25x10° cells/ml in 6 x
T175 flasks per condition containing 15 mL of EV-depleted medium (5% EV-depleted FBS).
Cells were treated for 24h before conditioned medium collection in fresh EV-depleted
medium containing GAGs extracted from urine samples of patients with MPS III (MPS III, 5
pg/ml) or age-matched healthy donors (WT, the same volume as in the MPS condition) or
with 0.6 M NaCl (CTL, the same volume as in the MPS condition) and filtered on a 0.4 um
filter.

2.3 Isolation and characterization of EVs from conditioned media

All the relevant data from our experiments were sent to the EV-TRACK knowledgebase (EV-
TRACK ID: EV231009) (56).
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Isolation of EVs

Suspensions were centrifuged at 4°C in 50 mL centrifuge tubes (Falcon) with a 5810R
centrifuge and an A-4-81 rotor (Eppendorf) and in 38.5 mL polyallomer Ultra Clear
ultracentrifuge tubes (Beckman Coulter) with an Optima XPN-80 ultracentrifuge and an SW
32 Ti Rotor (Beckman Coulter) at maximum acceleration and brake.

Procedures were adapted from references (57-59), according to International Society for
Extracellular Vesicles guidelines (34) (see Fig. 1A for a detailed diagram of the experiment
scheme for ultracentrifugation). To pellet the cells, conditioned medium was centrifuged at
300 x g for 10 min at 4°C (yielding the 0.3K pellet). Supernatant was centrifuged at 2,000 x g
for 20 min at 4°C (yielding the 2K pellet), transferred to ultracentrifugation tubes, and
ultracentrifuged first for 30 min at 12,000 x g (yielding the 12k pellet) and then for 70 min at
100,000 x g (yielding the 100k pellet). The 12k and 100k pellets were washed in 35 mL of
PBS and recentrifuged at the same speed before being resuspended in the appropriate buffer
for the downstream experiment (see below). For neuron treatments, the 12,000 x g
ultracentrifugation and washing steps were omitted.

Cells recovered from the 0.3K pellet were pooled with cells detached from the flask by
incubation at room temperature in PBS-EDTA (Gibco) and counted in a Malassez cell. Cell
viability was assessed in a 0.4% Trypan Blue exclusion assay (Life Technologies). All EV
preparations used were cryopreserved at -80°C in sterile (0.22 um filtered) PBS containing 25
mM trehalose (60,61). The EV concentration per mL was quantified by NTA.

NTA

The size distribution and particle concentrations of EV preparations were analyzed using a
NanoSight NS300 NTA system (Malvern Panalytical) equipped with a blue laser (488 nm, 70
mW), a CMOS camera (Hamamatsu Photonics), and a syringe pump. EV preparations were
resuspended in 100 pL of sterile, filtered PBS containing 25 mM trehalose and stored at -
80°C before the NTA experiment. Next, the EV preparations were diluted 1:1000 in filtered
PBS for the measurement of 20—100 particles/frame under all conditions, injected at a speed
of 30 arbitrary units into the measurement chamber. The EV flow was recorded during
triplicate measurements of 60 s each, at 20°C. The data acquisition settings were the same in
all experiments, with the camera level set to 9-11, the screen gain set to 7, and the threshold
set to 3-4. Data from at least three different experiments were analyzed with NTA 3.2

software (Malvern Panalytical).
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TEM

EV preparations were resuspended in 100 mM Tris-HCl and stored at 4°C for 24h at most
before the TEM experiment. The EV samples were prepared for TEM in a conventional
negative staining procedure. Briefly, 10 pL of EV samples were absorbed for 2 min on
formvar-carbon-coated copper grids previously ionized using the PELCO easyGlow™ Glow
Discharge Cleaning System (Ted Pella Inc., Redding, CA, USA). Preparations were then
blotted and negatively stained with 1% uranyl acetate for 1 min. Grids were examined using
an 80 kV JEM-1400 electron microscope (JEOL Inc., Peabody, MA, USA), and images were
acquired with a digital camera (Gatan Orius, Gatan Inc., Pleasanton, CA, USA).

To analyze the morphology of EVs using cryo-TEM, 3 pL of the EV sample was first
deposited onto a glow-discharged 200-mesh lacey carbon grid. Prior to freezing, the grid was
loaded into the thermostatic chamber of a Leica EM-GP automatic plunge freezer at 20°C and
95% humidity. Excess solution was blotted from the grid for 1-2 s with Whatman n°1 filter
paper, and the grid was immediately flash-frozen in liquid ethane at —185°C. Specimens were
then transferred into a Gatan 626 cryo-holder. Cryo-EM was carried out using a Jeol 2100
microscope equipped with a LaB6 cathode operating at 200 kV under low-dose conditions.
Images were acquired using SerialEM software (Mastronarde, 2005), with the defocus
ranging from 600 to 1000 nm, using a Gatan US4000 CCD camera. This device was placed at
the end of a GIF quantum energy filter (Gatan Inc. Berwyn, PA, USA) operating in zero-
energy-loss mode, with a slit width of 25 eV. Images were recorded at a magnification

corresponding to a calibrated pixel size of 0.87 A.

2.4 Flow cytometry analysis

After GAG treatment, cells were detached and resuspended in culture supernatant. The total
resuspension volume was aliquoted into two tubes (for stained cells and unstained control
cells). After the cells had been recovered by centrifugation at 400 x g for 5 min at 4°C, they
were washed in PBS with 5% FBS and recentrifuged. Cell surface markers were labelled with
fluorophore-labeled primary antibodies at appropriate dilutions (see table 2) in PBS with 5%
FBS during 20 min at 4°C. Cells were washed in PBS with 5% FBS, centrifuged at 400 x g
for 5 min at 4 °C, and resuspended in 300 pL of PBS before flow cytometry acquisitions. All
the conditions were measured on a four-laser custom LSR II-Fortessa flow cytometer
(Beckton Dickson). Controls were performed for each experimental sample, including

unstained cells and manual compensations during measurements. The acquisition was gated
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using FlowJo software (BD). The fluorescence was quantified as the mean fluorescence
intensity (MF]I) ratio between stained and unstained cells. The threshold for statistically
significant differences in the MFI ratio was p<0.05 in an unpaired, ordinary, one-way

ANOVA of data from at least four different experiments.

2.5 Western blotting and mass spectrometry proteomic analysis
Protein extraction

EV preparations and 4 x 10° BV2 cells were lysed in RIPA lysis buffer 1X (Sigma)

supplemented with protease inhibitor cocktail (Roche) for 20 min on ice, centrifuged at
18,500 x g for 15 min, and stored at -20°C before western blotting experiments or at -80°C

before mass spectrometry proteomic experiments.

Western blotting

The protein concentration in cell lysates was assayed using a BCA gold kit (Life
Technologies). Proteins were denatured (or not) in Laemmli buffer under reducing conditions
(5% B-mercaptoethanol) and then heated for 5 min at 95°C. 5 pg of proteins from cell lysate
or a quarter of the EV protein extract were loaded onto 4-15% Mini-PROTEAN® TGX™
Precast Protein Gels (Biorad) in Tris-glycine buffer for electrophoresis at constant amperage
(20 mA per gel) for 1h. Proteins were electrotransferred onto nitrocellulose membranes using
the trans-blot turbo transfer system (constant voltage: 25V, maximum amperage: 1 A; 30 min,
Biorad) and membranes were blocked with Tris-buffered saline containing 0.1% Tween 20
(TBST), 5% milk, or bovine serum albumin (BSA) for 2h at room temperature. Membranes
were then incubated with primary antibodies in TBST containing 5% milk or BSA overnight
at 4°C, followed by incubation with secondary antibodies for 1h at room temperature (see
Table 3 for antibody dilutions and blocking conditions). Membranes were washed five times
in TBST for 5 min after each incubation step and visualized using the Chemidoc XRS+

Imaging System (LI-COR Biosciences). None of the membrane was stripped.

Protein digestion for mass spectrometry

S-Trap™ microspin column (Protifi, Hutington, USA) digestion was performed on 5-10 ug of
small or large EV samples, according to the manufacturer’s instructions. Briefly, samples were
supplemented with 20% SDS to a final concentration of 5%, reduced with 20 mM Tris(2-
carboxyethyl) phosphine hydrochloride and alkylated with 50 mM chloracetamide for 5 min at
95°C. Aqueous phosphoric acid was then added to a final concentration of 2.5%, followed by
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S-Trap binding buffer (90% aqueous methanol, 100 mM TEAB, pH 7.1). Mixtures were then
loaded on S-Trap columns, which were washed five times for thorough SDS elimination.
Samples were digested with 1.5 pg of trypsin (Promega) at 47°C for 2h. After elution, peptides
were vacuum dried and resuspended in 2% acetonitrile/0.1% formic acid in HPLC-grade water,

prior to MS analysis.

Nano LC-MS/MS

Tryptic peptides were resuspended in 20 pL, and a volume of 1 pL (for small EVs) or 4 ul (for
large EVs) was injected on a nanoelute HPLC system coupled to a timsTOF Pro mass
spectrometer (both from Bruker Daltonics, Germany). HPLC separation (solvent A: 0.1%
formic acid in water, 2% acetonitrile; solvent B: 0.1% formic acid in acetonitrile) was carried
out at 250 nL/min, using a packed emitter column (C18, 25 cmx75 pum 1.6 pm) (Ion Optics,
Australia) using a 40 min gradient elution (2 to 11% solvent B for 19 min; 11 to 16% for 7 min;
16% to 25% for 4 min; 25% to 80% for 3 min, and finally 80% for 7 min to wash the column).
MS data were acquired using the parallel accumulation serial fragmentation (PASEF)
acquisition method in DDA mode. The measurements were carried out over the m/z range from
100 to 1700 Th. The ion mobility value ranged from 0.85 to 1.3 V s/cm? (1/k0). The total cycle
time was set to 1.17 s, and the number of PASEF MS/MS scans was set to 10.

Data analysis

Data were analyzed using MaxQuant version 2.0.1.0 and searched with Andromeda search
engine against the UniProtKB/Swiss-Prot Mus musculus dataset (release 02-2021, 17063
entries). To search for parent mass and fragment ions, the mass deviation was set respectively
to 10 ppm and 40 ppm for the main search. The minimum peptide length was set to seven amino
acids and strict specificity for trypsin cleavage was required, allowing up to two missed
cleavage sites. Carbamidomethylation (Cys) was set as a fixed modification, whereas oxidation
(Met) and N-term acetylation (Prot N-term) were set as variable modifications. The FDRs at
the peptide and protein level were set to 1%. Scores were calculated in MaxQuant, as described
previously (62). The reverse and common contaminant hits were removed from MaxQuant
output as well as the protein only identified by site. Proteins were quantified according to the
MaxQuant label-free algorithm using LFQ intensities, and protein were quantified using at least
one peptide per protein. Lastly, matching between runs was allowed.

Statistical and bioinformatic analysis, including hierarchical clustering, heatmap and principal

component analysis, were performed with Perseus software (version 1.6.14.0)(63).
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For this purpose, three independent replicates in each of the six groups (100K Ctrl,
100K_MPS, 100K WT, 12K Ctrl, 12K MPS, 12K WT) were used for statistical
comparisons. The protein intensities were transformed in log2, and proteins identified in at least
three replicates in at least one group were tested to statistically (volcano plot, FDR=0.05 and
S0=0.5) after imputation of the missing values by a Gaussian distribution of random numbers
with a standard deviation of 30% relative to the standard deviation of the measured values and
2.5 standard deviation downshift of the mean. Two-tailed pairwise Student’s t-test was
performed in Perseus to compare the 100K and the 12K conditions (SO = 0.1 ; permutation-
based FDR = 5%, 9 independant replicates in each condition). To study the global differences
that were present in one of the 6 groups, 1-way ANOVA was performed in Perseus (SO =0.1 ;
FDR = 5%, 3 independant replicates in each condition). Then, significant proteins were filtered

and log2 LFQ intensities were z-scored before heatmap hierarchical clustering analysis.

2.6 RT-qPCR and small RNA sequencing
RNA extraction

For RT-qPCR experiments of mRNAs, total RNAs from BV-2 cells were extracted using
TRIzol reagent (Invitrogen), according to the manufacturer’s instructions. The purified RNAs
were eluted into 30 pL nuclease-free water, quantified using a Nanoview spectrophotometer

with a pCuvette (Eppendorf), and stored at —80°C until analysis.

For RNA sequencing and RTqPCR of miRNAs, total RNAs from EV preparations and 0.5 x
106 cells were extracted using the miRNeasy Tissue/Cells Advanced Micro Kit (QIAGEN),
according to the manufacturer’s instructions. The purified RNAs were eluted into 20 pL
nuclease-free water, quantified using Nanodrop 2000 spectrophotometer (ThermoFisher

Scientific), and stored at —80°C until analysis.

RT-gPCRs of mRNA and miRNA

mRNAs were reverse-transcribed using an iScript cDNA synthesis Kit (Biorad), according to
the manufacturer’s instructions. RT-qPCRs were performed in a thermocycler for 5 min at
25°C, 20 min at 46°C and then 1 min at 95°C to inactivate the reaction. The qPCR primers for
genes of interest (Table 4) were used at a concentration of 1 uM and a 1:1 forward:reverse
ratio. Amplification of first-strand cDNAs was performed on the LightCycler 480 Real-Time
PCR system (Roche), using Light cycler 480 SYBR Green I Master mix 2X (Roche) in 96-
well plates at 95°C for 10 min, 45 cycles of 95°C for 10 s, and 72°C for 30 s, followed by a
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melting curve analysis at 65-95°C. Gene expression level differences were considered to be
statistically significant if they had a p-value <0.05 in an unpaired t-test. Two to five

independent replicates were analyzed in technical duplicates.

For miRNAs, RT and amplification was performed using miRCURY LNA SYBR Green PCR
Kit (QIAGEN), according to the manufacturer’s instructions. For RT, a synthetic RT spike-in
internal control (UniSp6) was added, and reactions were incubated in a thermocycler for 60
min at 42 °C and then 5 min at 95 °C to inactivate the reaction. Amplification of first-strand
cDNAs was performed on a LightCycler 480 Real-Time PCR system (Roche) in 96-well
plates at 95 °C for 2 min and 45 cycles of 95 °C for 10 s and 56 °C for 60 s, followed by
melting curve analysis at 60-95 °C. The expression levels of the endogenous miRNAs and
spike-ins were examined using the miRCURY LNA miRNA PCR Assay (QIAGEN), using
primers designed for the Homo sapiens genome and validated for the Mus musculus genome
(Table 4). Gene expression—level differences were considered to be as statistically significant
if they had a p-value <0.05 in an ordinary one-way ANOVA. Four independent replicates

were analyzed in technical duplicates.

For both qPCR analyses, additional controls were performed for each cDNA amplification:
the assessment of amplification efficiency, and the detection of possible primer dimerization
via an analysis of dissociation curves. The cycle threshold (Ct) value was determined as the
number of PCR cycles at which specific amplification of the target sequence occurred. A Ct
>38 were considered to be the background signal. The amount of cDNA was expressed as
ACt, the difference between the Ct measured for the amplification of the examined cDNA and
the reference Ct measured for the amplification of ARPO or miR-103a-3p cDNAs. The fold
change was expressed as AACt, which is the difference between the ACt in the treated

condition and the ACt of the control condition.

Library preparation and RNA sequencing
RNA was quantified using the Qubit RNA HS Assay Kit on the Qubit Fluorometer

(Invitrogen). The quality was evaluated on an Agilent 4150 TapeStation with the High
Sensibility RNA ScreenTape kit (Agilent). Each sample’s libraries were built with the
QIAseq miRNA UDI Library Kit (QIAGEN), according to the manufacturer’s instructions
and quantified using the Qubit 1X dsDNA HS kit on the Qubit Fluorometer (Invitrogen). All

libraries were sequenced using a single-read strategy (10 million reads per sample) on an
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NextSeq550 platform, with 150 cycles of the MidOutput flowcell (Illumina), a read length of
72 bp, and dual indices of 10 bp. Raw data were converted to FASTQ files using bcl2fastq
(v2.20).

Data analysis
Three independent replicates were analyzed using QIAGEN RNA-seq Analysis Portal 4.1

(QIAGEN, Aarhus, Denmark) and the analysis workflow (v1.2) and using the Legacy
Analysis Pipeline on the QIAGEN GeneGlobe portal. The sequences were aligned against the
reference miRBase v22 and the Mus musculus genome (GRCm38.101). Gene expression—
level differences were accepted as statistically significant when the p-value in an ANOVA

was <0.05 and when the fold change was between 1 and -1 after an intergroup comparison.

2.7 Bioinformatics analyses

PPIs and GO annotation

Cytoscape software (v3.10.1) and the STRING public database (v12.0) were used to generate
local proteins networks and map protein data onto a PPI network. No more than 10 predicted
functional interactors were added in the first shell, using a medium level of confidence (0.4) for
edge prediction. For proteins without interactions, pertinent GO biological processes were

attributed manually when FDR <0.05 and strength >1.

miRNA target filters and canonical pathway analysis

IPA (Ingenuity Pathway Analysis, Winter Release December 2023, QIAGEN, Aarhus,

Denmark) was used to perform and miRNA Target Filter analysis, according to the software’s
manual. The analysis considered all relationship sources in the mouse and the human, and the
following filters were applied: miRNA confidence (Experimentally observed, High
(predicted)), Tissue/Cell Line (Astrocytes, Macrophages, Neurons, Nervous system, CNS cell
lines, Neuroblastoma cell lines), Pathway (Neurotransmitters and other nervous system
signaling), Disease (Neurological disease, Inflammatory response, inflammatory disease,
developmental disorder). The miRNA Target Filter analysis with a published dataset (20) was
performeds as follow: miRNA confidence (Experimentally observed, High (predicted)),
Expression pairing (miRNA upregulated, mRNA downregulated). A standard IPA core
analysis (including canonical pathways) was performed with Fisher’s exact test (p<0.05) and

application (or not) of the “Neurotransmitters and other nervous system signaling” filter.
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Networks involving miRNAs and mRNAs were designed with the Path Designer tool from
IPA (Winter Release December 2023, QIAGEN, Aarhus, Denmark).

2.8 Culture and treatment of primary cortical neurons

C57BL/6J mice were purchased from Charles River Laboratories (Saffron Walden, UK).
Housing, care, coupling and gestation were performed in the US 006/CREFRE INSERM/UPS
- Service Zootechnie Expérimentation Purpan animal facility (Toulouse, France), in accordance
with French regulations and the European Union Council Directive (2010/63/EU). Mouse
experiments were performed by authorized investigators and were approved by the
government-accredited animal care and use committee (Comité d’Ethique de ['US
006/CREFRE (Toulouse, France); reference number: PI-U1291-JA-37).

Primary cortical neurons were prepared from newborn C57BL/6J mice, using a protocol
adapted from (64) The neocortices were isolated from pups on day 0-1 in cold Earle's Balanced
Salt Solution (EBSS) and incubated for 15 min at 37°C in EBSS containing 10 U/ml papain
(Worthington), followed by gentle dissociation in PBS containing 1.5 mg/ml BSA, 1.5 mg/ml
trypsin inhibitor (Sigma-Aldrich), and 66 pg/ml DNase I (Life Technologies). The cells were
filtered twice through a 4% BSA cushion by centrifugation, and seeded at a density of 350000
cells/well in 12-well plates with 12 mm diameter glass coverslips. The plates and coverslips
had been coated with 1 mg/mL poly-D-lysine (Merck) and 4 pg/mL laminin (Life

Technologies).

Treatment of neurons with microglial EVs

Primary cortical neurons were maintained for 7 days (DIV 7) before EV treatment at 37°C in
5% COz and cultured in serum-free Neurobasal medium (Life Technologies) supplemented
with 1.2% GlutaMAX-I (Life Technologies), 1.2 U/mL of penicillin, 1.2 pg/mL streptomycin,
and 2% B-27 supplement (Life Technologies). Neurons were treated from DIV 7 to DIV 9
with 8.75 x 10® EVs per well or with vehicle every 24h for 72h.

Coverslips (in duplicate for each condition) were fixed after 24h (DIV 8), 48h (DIV 9) or 72h
(DIV 10) of treatment in 4% paraformaldehyde and 4% sucrose solution in PBS for 20 min at

room temperature and stored at 4°C in PBS prior to immunostaining.
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2.9 Immunocytochemistry

Immunostaining

After fixation, cells were permeabilized with 0.1% Triton 100X in PBS 1X for 10 min at
room temperature and washed once with PBS 1X. Neurons were blocked with 3% donkey
serum and 3% Bovine Serum Albumine (BSA) in PBS 1X for 1h at room temperature and
incubated overnight at 4°C with primary antibodies. On the next day, coverslips were washed
three times in PBS 1X before staining with secondary antibodies for 1 h at room temperature
(see Table 5 for details of antibodies and their dilutions). The terminal deoxynucleotidyl
transferase dUTP nick-end labeling (TUNEL) assay was performed according to the
manufacturer’s recommendations. Lastly, nuclei were washed three times in PBS 1X for 5
min at room temperature, stained with Hoechst 33342 (Life Technologies) diluted 1:2000 in
PBS 1X, and washed again three times in PBS 1X for 5 min. Coverslips were mounted on
slides with a few microliters of ProLong™ Gold Antifade Mountant (Life Technologies) and

dried either overnight at room temperature or longer at 4°C.

Image analysis
All the slides were imaged using a Zeiss ApoTome 2 (Carl Zeiss Group, Oberkochen,

Germany) fluorescence microscope. Images of neurites and TUNEL assay results were
analyzed as 25-square stitched mosaics with a 10X wide field objective and Al Filament
Tracer plug-in (for neurite quantification) or a colocalization module (for TUNEL
quantification) in Imaris software (version 10.0, Oxford Intruments, Abingdon-on-Thames,
Royaume-Uni). Neurite variables were expressed as differences between WT or MPS III
conditions and CTL condition. Images for dendrite morphology analysis were obtained with
40X and 63X oil immersion objectives, processed using Zeiss ZEN software, and quantified
using ImageJ2 2.3.0. The results of at least four different experiments (with different neurons
and EV batches) were quantification on blind basis, using the same parameters for each
experiment.

The dendritic arborization was quantified in a Sholl analysis with an “inside-out” scheme

(65).

2.10 Statistical analyses
All statistical tests were performed with GraphPad Prism software (version 10.1.0, GraphPad
Software LLC, San Diego, CA, USA). Intergroup differences were analyzed using an

independent-sample T-test. Three or more groups were compared in a one-way ANOVA with
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Sidék correction or in a two-way ANOVA. The threshold for statistical significance was set to

p<0.05, unless otherwise stated. Data were expressed as the mean = SEM.

Table 1: Characteristics of urine samples from patients and controls

Patients/ Clinical Age at diagnosis | Age at the time of urine Mean GAG concentration
controls type Sex (months) collection (years) (mg/L of urine)
CTL1 / M / 15 4.9
CTL2 / F / 8 2.5
CTL3 / F / 10 5.6
CTL 4 / F / 6 39
MPS 1 MPS IITA M 42 12 75.3
MPS 2 MPS I1IB F 23 6 21.1
MPS 3 MPS IIIC M 40 7 35.2
MPS 4 MPS ITIIC M 60 17 28.1
MPS 5 MPS IIIC F 77 28 51.0
MPS 6 MPS ITIIC M 33 9 60.4
Table 2: Flow cytometry antibodies
Antigen Host/target Species Fluorochrome Dilution Supplier
CD11b Rat, anti-mouse PE-Cy7 1:150 BD Biosiences (552850)
CD14 Rat, anti-mouse APC 1:50 BD Biosiences (123311)
CD16/32 Rat, anti-mouse BV421 1:150 BioLegend (101331)
CD40 Rat, anti-mouse PE 1:100 BioLegend (124610)
Table 3: Western blot antibodies
Antigen Host/target species Dilution Supplier
ADAM10 Rat anti-mouse 1:500 R&D System (MAB-946-100)
CD9 Rabbit anti-human, mouse 1:2000 GeneTex (GTX55564)
CD63 Mouse anti-mouse, rat, human 1:500 Santa Cruz (Sc-5275)
CDS81 Mouse anti-mouse, rat, human 1:500 Santa Cruz (Sc-166029)
GM130 Mouse anti-rat, mouse, human, dog 1:500 BD Biosciences (610823)
LAMP-1 (CD107a) Rat anti-mouse 1:500 BD Biosciences (553792)
Transferrin receptor Mouse anti-chicken, hamster, human, mouse, rat 1:500 Invitrogen (13-6800)
TSG-101 Rabbit anti-human, mouse, rat 1:2000 Proteintech (14497-1-AP)
Albumine Mouse anti-mouse, rat, human 1:500 Santa Cruz (Sc-271605)
Mouse-HRP Horse 1:2000 Cell Signaling (7076S)
Rabbit-HRP Goat 1:2000 Cell Signaling (7074S)
Rat-HRP Goat 1:2000 Cell Signaling (7077S)

128



PARTIE EXPERIMENTALE

Table 4: RT-qPCR primers

Target Forward Reverse
ARPO 5'- TCCAGAGGCACCATTGAAATT-3' 5'-GTCGCTGGCTCCCACCTT-3'
IL-1B 5'-CAACCAACAAGTGATATTCTCCATG-3' 5'-GATCCACACTCTCCAGCTGCA-3'
IL-6 5-TTCTCTGGGAAATCGTGGAAA-3' 5'-GCATCATCGTTGTTCATACAA-3'
IL-10 5'-CCCTTTGCTATGGTGTCCTT-3' 5'-TGGTTTCTCTTCCCAAGACC-3'
iNOS 5'- TGCGAAAGGTCATGGCTTCA-3' 5'-TCTTCCAAGGTGCTTGCCTT-3'
MIPla 5'-CTGCAACCAAGTCTTCTCA-3' 5'-GCATTCAGTTCCAGGTCAGT-3'
TNFa

5'-CAAATTCGAGTGACAAGCCTGTA-3'

5'-CCACTTGGTGGTTTGCTACGA-3'

hsa-miR-103a-3p
hsa-miR-100-5p

5'-AGCAGCAUUGUACAGGGCUAUGA-3’ (YP00204063)

hsa-miR-221-3p

5'-AACCCGUAGAUCCGAACUUGUG-3’ (YP00205689)

5'-AGCUACAUUGUCUGCUGGGUUUC-3’ (YP00204532)

mmu-miR-155-5p

5'-UUAAUGCUAAUUGUGAUAGGGGU-3’ (YP02119303)

hsa-miR-146a-5p

5'-UGAGAACUGAAUUCCAUGGGUU -3°(YP00204688)

UniSp6 (YP00203954)
Table 5: Immunocytochemistry antibodies
Antigen Host/target species Dilution Supplier
MAP2 Chicken anti-mouse, rat 1:500 Abcam (ab5392)
B-III Tubulin Mouse anti-human, mouse, rat, chicken 1:100 R&D System (MAB1195)
Chicken-Alexa Fluor™ 568 Goat 1:1000 Invitrogen (A11041)
Mouse-Alexa Fluor™ 647 Donkey 1:1000 Invitrogen (A32787)
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3 Results

3.1 Pro-inflammatory activation of BV-2 cells after treatment with GAGs extracted from
the urine of patients with MPS III

In order to obtain a sufficient amount of a homogenous population of microglia derived-
EVs for the comprehensive characterization of protein and small RNA contents and for a
primary cortical neuron uptake assay, we used an in vitro model of MPS III: the BV2 mouse
microglial cell line treated with GAGs extracted from the urine of patients with MPS III
(henceforth referred to as MPS-GAGs). We first checked that BV-2 cells could be activated by
5 pg/mL MPS-GAGs, as used previously with primary microglia and neurons (9,16). Using
quantitative reverse transcription PCR (RT-qPCR, Fig. S1A) and flow cytometry (Fig. S1B),
we showed that BV-2 cells expressed more pro-inflammatory cytokines (MIP1a, IL-6, IL-1,
and TNFa) and surface markers (CD14, CD40, CD16/32 or CD11b) after exposure to MPS-
GAG:s.
We next purified and characterized the large and small EVs secreted by BV2 cells after
treatment with either MPS-GAGs, urinary GAGs from healthy children (WT-GAGs), or GAG

resuspension buffer (the control (CTL) condition).

3.2 Characterization of EVs

As specified in the guidelines from the International Society for Extracellular Vesicles
(34,35), the vesicles in pellets obtained after centrifugation at 12,000 x g (henceforth the 12k
pellet) and 100.000 x g (the 100k pellet) were analyzed with regard to particle size and
concentration, using nanoparticle tracking analysis (NTA) and transmission electron
microscopy (TEM) (Fig. 1B, C and D). The presence of EV protein markers was checked using
Western blotting and mass spectrometry (Fig. 1E and F).

Nanoparticle tracking analysis

In a comparison of CTL, WT-GAG and MPS-GAG EVs, the NTA showed that all the
12k and 100k pellets had a similar average particle size (mean) and peak particle size (mode)
(Table 1 and Fig. 1B). In all three conditions, the total particle concentration was lower in the
12k pellet than in the 100k pellet. Interestingly, microglial cells exposed to MPS-GAGs
appeared to secrete more small EVs than cells exposed to WT-GAGs or to CTL buffer;

however, the intergroup differences were not statistically significant.
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Fig. 1. Purification and characterization of EVs from BV2-cell-conditioned medium

(A) Differential centrifugation purification of 12k-EVs and 100k-EVs from BV-2 cell-conditioned
medium. (B) NTA size distribution graphs of the purified 12k-EVs (upper panel) and 100k-EVs (lower
panel) from cell-conditioned media of BV-2 cells treated with WT-GAGs (WT-, n=5), MPS III-GAGs
(MPS-, n=5) or vehicle only (CTL-, n=3). The diameter of EVs from the 12k pellet ranges from 100 to
400 nm and that of the EVs from 100k pellet ranges from 120 to 280 nm. The results are expressed as
the mean EV concentration per mL for each nm in size. (C) Representative images of negative-stained
TEM showing pure EV preparations of WT-12k EVs (upper panel) and WT-100k EVs (lower panel).
Scale bar = 200 nm. (D) Representative cryo-TEM image showing the presence of a lipid bilayer (white
arrows) in CTL-100k EVs. Scale bar = 50 nm. (E) Western blots performed with CTL-100k EV's (100k),
CTL-12k EVs (12k) and BV-2 cell lysates (BV-2) revealed the enrichment of the specific EV protein
markers CD81, TSG101, mADAMI10, TFR in the 100k pellet and the absence of BSA or GM130
proteins in both pellets. Synthetic BSA (5 ng) as a positive control for the anti-albumin antibody. (F) A
volcano plot of proteins detected in 100k-EVs vs. 12k-EVs (using a quantitative LC-MS/MS analysis).
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Mass spectrometry revealed the presence of specific protein markers of large EVs (12k, brown) and
small EVs (100k, blue). X axis = the fold-change (100k-12k), y axis = —loglO(P value). The p-value
was determined in a two-tailed Student’s t-test. Threshold line indicates permutation-based FDR set at
5% combined with fold change set with SO = 0.1. (G) Venn diagram generated using Funrich software,
showing that 95% of the identified EVs proteins (in purple) are referenced in the Vesiclepedia public
protein database (in yellow). (C, E — F) n = 3 biological replicates.

Table 1. Results of the NTA.

Total
Mode | Mean .
Conditions concentration
(nm) (nm)
(EVs/mL)
oTL 12K |164 + 13| 210+ 14 | 3E+08 + 1E+08
100K | 139+3 | 180+ 6 | 7TE+09 + 6E+08
WT 12K | 151+6 | 216 + 23 | 2E+08 + 2E+08
100K | 140+3 | 182+ 8 | 1E+10 £ 8E+09
s 12K | 147 +7 | 234 + 28 | 4E+08 + 2E+08
MP
100K | 141 +£5| 197 £ 5 | 5E+09 £ 2E+09

Transmission electron microscopy

The purified EVs were examined by TEM. Negative staining revealed homogeneous
populations of EVs in both the 100k and 12k pellet (Fig. 1C). The particle size was consistent
with that determined in the NTA. Cryo-TEM confirmed the presence of a membrane bilayer -
a hallmark of EVs (Fig. 1D).

EV protein marker analysis, using Western blotting and mass spectrometry

We used Western blotting of the BV2 control condition, whole cell lysate, and 12k and
100k pellets to establish the presence of typical transmembrane or lipid-bound protein markers
of EVs (CD9, CD63, CD81, LAMPI, TfR) and cytoplasmic protein markers (ADAM10 and
Tsgl01) (Fig. 1E and Fig. S2A) (34,35). Tetraspanin, CD81, TfR and TSG 101 were highly
enriched in the 100k pellet (Fig. 1E). To assess the degree of purity of our EV preparations, we
tested for albumin because the latter is supposedly the best negative marker for EVs isolated
from cells cultured in the presence of bovine serum (34). Albumin was only detected in BV2
cell lysate; this observation suggested that our 100k EV preparation was highly pure and was
consistent with the TEM images (Fig. 1C). Moreover, the Golgi apparatus marker GM130 was
found in the cell lysate fraction only (Fig. 1E).
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Due to the small number of particles in the 12k pellet, we were able to evaluate protein
markers of large EVs in an LC-MS/MS analysis only. A volcano plot of the overall distribution
of 12k and 100k proteins showed that many proteins were significantly enriched (according to
the criteria (log2 |fold-change| > 1.2 and p < 0.05)) in each subpopulation of EVs (Fig. 1F). The
differentially expressed proteins included specific markers of small EVs and specific markers
of large EVs. The EV protein markers identified in an LC-MS/MS analysis are listed in Table
S1. A principal component analysis discriminated well between different EV sources (12k vs.
100k) (Fig. S2B) and confirmed that the EV isolation and label-free quantitative proteomics
protocols were highly reproducible. A Venn diagram showed that 3967 (95%) of the 4178
identified proteins were present in the Vesiclepedia public database (Fig. 1G).

Given that the characterization of the EVs from 12k and 100k pellets gave satisfactory
results, we pursued the experiments by evaluating the effect of WT-GAGs and MPS-GAGs on
EVs’ proteome and small RNA content.

3.3 Differentially abundant proteins in microglia derived-EVs treated with MPS-GAGs
The 12k and 100k pellets obtained after BV2 cell treatment with WT-GAGs, MPS-
GAGs or CTL buffer (i.e. six conditions in total) were analyzed using label-free, quantitative
proteomics. We identified a total of 4332 unique proteins. The numbers of proteins were similar
in all six conditions. We next sought to identify the significantly altered EVs proteins among
the six conditions by applying a one-way ANOVA (SO = 0.1 permutation-based FDR < 0.05).
In total, 43 significantly altered proteins were identified. The biological replicates from both
12k and 100k MPS-EVs were grouped together in one cluster, while the CTL-EV and WT-EV
replicates were grouped together in another cluster; this suggested that WT-GAGs do not
modify the EVs’ protein content (Fig. 2A). In an unsupervised hierarchical clustering analysis
of the differentially expressed proteins, we observed that only 13 were more abundant in the
12k pellet than in the 100k pellet. This finding suggested that GAG treatment had similar effects
on the protein content in both pellets. However, relative to WT-EVs or CTL-EVs, 11 proteins
were significantly upregulated and 19 proteins were significantly downregulated in both 12k

and 100k MPS-EVs (Table 2).
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Fig. 2. Quantitative proteomics: a comparison of EVs released by microglia treated with WT vs.
MPS II-GAGs.

(A) A heat map of a quantitative differential analysis (LC-MS/MS) of proteins present in EVs as a
function of the GAG treatment and type of pellet. EVs were collected from conditioned media of BV-2
cells treated with WT-GAGs (_WT), MPS III-GAGs (_MPS) or vehicle only (_ CTL) and proteins
extracted from the 12k pellet (12k ) or the 100k pellet (100k ). Log2 fold-change, using label-free
quantified intensity. The g-value was determined in a one-way ANOVA performed with Perseus
software. Heat colors were scaled per marker (high expression in red; low expression in green). n=3
biological replicates. (B) Protein-protein interaction (PPI) networks of the 30 proteins differentially
expressed when comparing MPS III-EVs with WT-EVs; the proteins were part of the Toll-like receptor
signaling, and lipopeptide binding and the Axon guidance, and basigin-like networks. The networks
were obtained using the STRING database and Cytoscape software. PPI enrichment p-value = 7.41 x10°
® The color of the bubble represents the mean log2(fold-change) of proteins expressed in MPS EVs
compared with pooled CTL EVs and WT EVs (high expression in red; low expression in green). Half
circles around bubbles correspond to STRING local network clusters, Toll-like receptor signaling, and
lipopeptide binding (in orange, FDR: 3.52x107'%) and Axon guidance, and basigin-like (in blue,
FDR: 2.5x10%).

Table 2. Gene ontology annotation of proteins differentially expressed when comparing MPS-EVs
with WT-EVs. The 30 proteins are ranked by fold change.

Gene log2 | -log10 | Uniprot

names FC FDR IDs Protein names Gene ontology biological process

Inflammatory response; GO:0006954, Chemotaxis; GO:0006935, Positive
regulation of reactive oxygen species metabolic process, GO:2000379; Positive
regulation of neuron death; GO:1901216

Serum amyloid A-3

Saa3 10,979 5,000 | P04918 h
protein

Umod |8719| 1263 | Q91X17 Uromodulin;Uromodulin,|  Apoptotic process; GO:0006915, Response to oxygen-containing compound;

secreted form G0:1901700, Cellular response to tumor necrosis factor; GO:0071356
Nadk 5190| 0963 | P58058 NAD kinase Negative regulation of apoptotic proce.ss; G0:0043066, NADP metabolic process;
G0:0006739
Receptor-transporting Innate immune response; GO:0045087, Positive regulation of cytokine
Rtp4 4,013] 1,248 | QOERE0 protein 4 production; GO:0001819
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Sodium bicarbonate

Slcd4a7 |2,426| 1,307 |Q8BTY2 Regulation of intracellular pH; GO:0051453
cotransporter 3
G-protein coupled Regulation of cytokine production; GO:0001817, Response to oxygen-containing
Gprd4 12,162 1,164 | Q8CIM5 receptor 84 compound; GO:1901700, Inflammatory response; GO:0006954
Tmem176b| 1,780 | 1,270 |Q9R1Q6 TransmeT;’g‘e protein Negative regulation of dendritic cell differentiation; GO:2001199
Leucine-rich repeat- Cell-cell adhesion via plasma-membrane adhesion molecules; GO:0098742,
Lrrc25 | 1,695| 1,233 | Q8K1T1 containing protein 25 Regulation of cytokine production; GO:0001817
. Positive regulation of cytokine production; GO:0001819, Inflammatory response;
Tir2 1,022 1,212 |Q9QUN7|  Tolk-like receptor 2 G0:0006954, Cellular response to oxygen-containing compound; GO:1901701
Palmitoyltransferase | Protein acylation; GO:0043543, Protein palmitoylation; GO:0018345, Regulation
Zdhhe5 10,749 1,317 |Q8VDZ4 ZDHHC5 of postsynaptic membrane neurotransmitter receptor levels; GO:0099072
Cationic amino acid Carboxylic acid transmembrane transport; GO:1905039, Innate immune
Sle7a2 10,681 1,175 | P18581 transporter 2 response; GO:0045087, Regulation of leukocyte cell-cell adhesion; GO:1903037
. ] Disco-interacting protein Mitochondrial respiratory chain complex | assembly; GO:0032981, mRNA
Dip2b 0,287| 1,285 | Q3UHB0 2 homolog B transport; GO:0051028
Slc4da2 |-0408| 1266 | Q8BYSY Choline tran;por‘(er—hke Choline transmembrane transport.er activity; GO:0015220, Cell adhesion;
protein 2 G0:0007155
Rho GTPase-activatin Actin cytoskeleton organization; GO:0030036, Establishment or maintenance of
Arhgap17 [-0,452| 1,281 | Q3UIA2 rotein 17 9 cell polarity; GO:0007163, Cell migration; GO:0016477, Vesicle-mediated
p transport; GO:0016192, Dendritic spine morphogenesis; GO:0060997
. T Vesicle-mediated transport; GO:0016192, Synaptic vesicle endocytosis;
Bin2 -0,636 1,298 \D3Z6Q9| Bridging integrator 2 G0:0048488, Dendritic spine morphogenesis; GO:0060997
] E3 ubiquitin-protein | Protein ubiquitination; GO:0016567, Apoptotic process; GO:0006915, Regulation
Rnf114 1-0.675 1,273 | QIET26 ligase RNF114 of I-kappaB kinase/NF-kappaB signaling; GO:0043122
UPF0515 protein
Ryden [-0,710| 1,278 |Q8CAK3 C190rf66 homolog
] . g Glycosaminoglycan catabolic process; GO:0006027, Regulation of cell migration;
Hyal2 0,744 1,291 | 035632 Hyaluronidase-2 G0:0030334, Negative regulation of apoptotic signaling pathway; GO:2001234
Nudt1611 |-0,918| 1,246 |Q8VHNS8| Protein syndesmos Double-strand break repair; GO:0006302, Mitochondrial transport; GO:0006839
R Choline transporter-like | Nitrogen compound transport; GO:0071705, Early endosome to late endosome
Sleddat |-1,019) 1,264 ) Q6X893 protein 1 transport; GO:0045022, Endosome to lysosome transport; GO:0008333
Tte3  |-1,035| 1,328 | 0gg19e| S ubiquitin-protein Wnt signaling pathway; GO:0016055
’ ’ ligase TTC3 ’ ’
Protein tweety homolog Intra-Golgi vesicle-mediated transport; GO:0006891, Cellular response to
Ttyh2  [-1,233) 1,175 | Q3TH73 2 osmotic stress; GO:0071470, Protein localization to axon; GO:0099612
Semaphorin-plexin signaling pathway; GO:0071526, Axonogenesis;
Nrp1 -1,339| 1,299 | P97333 Neuropilin-1 G0:0007409, Axon guidance; GO:0007411, Basal dendrite arborization;
G0:0150020
Uncsb |-1487| 1,243 | Q8K1S3| Netrin receptor UNC5B Axonogenesis; GO:0007409, Axgn gmd'anct.a; G0:0007411, Anterior/posterior
axon guidance; GO:0033564
. Proteolysis; GO:0006508, Actin cytoskeleton organization; GO:0030036,
Capn5 |-1,623 1,129 | 008688 Calpain-5 Response to reactive oxygen species; GO:0000302
Tyrosine-protein o . . - . .
R ~ Positive regulation of MAP kinase activity; GO:0043406, ERBB2-EGFR signaling
Ptpn18 |-1.806 0,862 | Q61152 phosphatase non pathway; GO:0038134, Gliogenesis: GO:0042063
receptor type 18
C8orf37 |-2,337| 1,066 |Q3uJps|  Frotein C8orf37
homolog
Regulation of leukocyte chemotaxis; GO:0002688, Adherens junction
} . organization; GO:0034332, Negative regulation of neuron death; GO:1901215,
Tspan33 |-2,523) 1,305 |Q8R3S2 Tetraspanin-33 Complement activation, classical pathway; GO:0006958, Positive regulation of
blood-brain barrier permeability; GO:1905605
Rgs2 |-2,670| 1,135 | 008849 Reg”':itgr:;iifncg;'gmte'“ Dopamine receptor signaling pathway; GO:0007212
Tird -4,860| 1,007 |Q9QUKE| Tolllike receptor 4 Positive regulation of cytokine production; GO:0001819, Inflammatory response;

G0:0006954, Cellular response to oxygen-containing compound; GO:1901701
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Protein networks and functional envichment analysis

Proteins regulate biological processes through functional or physical interactions with
other proteins. In a protein-protein interaction (PPI) network analysis, we probed for potential
interactions between the 30 differentially expressed proteins and found two PPI networks (Fig.
2B). Functional enrichment analysis of these networks (using the Search Tool for the Retrieval
of Interacting Genes/Proteins (STRING)) revealed two clusters: Toll-like receptor signaling,
and lipopeptide binding (CL:16954, false discovery rate (FDR): 3.5 x 107') and Axon guidance,
and basigin-like (CL :12506, FDR : 2.5 x 10*). Since the label-free quantitative proteomic
analysis revealed a small number of differentially expressed proteins, the biological processes
(Gene Ontology (GO) annotations) involving proteins that were not part of the two networks
are reported in Table 2. Most of the proteins that were more abundant in MPS-EVs are involved
in the inflammatory response, apoptotic and oxidative processes, macrophage metabolism, or
immune cell recruitment. Conversely, most of the proteins that were less abundant in MPS-EVss
are involved in neurodevelopment (particularly axonogenesis, synaptogenesis, neuron
metabolism, and blood-brain barrier permeability) and, to a lesser extent, the inflammatory

response and apoptosis.

3.4 Differences in the abundance of miRNAs in microglia-derived-EVs treated with MPS-
GAGs

Total RNA was extracted from the 12k and 100k pellets obtained after treatment of the
BV2 cells with WT-GAGs or MPS-GAGs. The total RNA concentration ranged from 1.01 to
21.2 ng/pul (Fig. S3A). The mean + standard error of the mean (SEM) amount of RNA was
lower in the 12k pellet than in the 100k pellet (4.05+£2.57 vs. 10.2+6.21, respectively).
Electrophoresis of the extracted RNA showed that the samples had a high proportion of small
RNAs (<200 nt in length) and a low proportion of 18S and 28S rRNAs (Fig. S3B). The total
reads obtained from RNA sequencing and the mappable reads used for alignment were similar
in biological replicates from the WT-100k, MPS-100k, WT-12k and MPS-12k pellets (Table
S2). The EVs contained high amounts of various types of small RNAs (mainly tRNAs and
miRNAs, and other small non-coding RNAs) and very low amounts of rRNAs and mRNAs.
The small RNA distribution pattern was similar in the WT-100k, MPS-100k, WT-12k and
MPS-12k pellets (Fig. S4).

RNA sequencing identified a total of 1960 miRNAs. An ANOVA revealed that levels
of 38 miRNAs were significantly altered (i.e. a log2 |fold-change| > 1 and p < 0.05) when
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Table 3. List of miRNAs expressed differentially when comparing MPS-EVs and WT-EVs.
The 38 miRNAs are ranked by p-value.

miRNA names log2 FC -log10 p-value
mmu-miR-155-5p 3,54159 4,495257364
mmu-miR-146a-5p 3,15531 3,417255034
mmu-miR-221-3p 1,758177 3,585695312
mmu-miR-100-5p 3,142551 3,200246034
mmu-miR-10b-5p 4,403757 2,366632555
mmu-miR-2137 2,264235 2,374378919
mmu-miR-652-5p -3,130779 2,431211788
mmu-miR-30b-3p -1,751663 2,225556031
mmu-miR-6240 2,267543 2,201004266
mmu-miR-709 -1,71973 2,238899461
mmu-miR-7688-5p -1,833452 2,044986097
mmu-miR-23b-3p 1,638435 1,999153682
mmu-miR-708-5p 3,428667 1,945652747
mmu-miR-193a-5p -1,780358 1,78195532
mmu-miR-1983 -1,541618 1,774716187
mmu-miR-221-5p 1,929952 1,804894565
mmu-miR-30c-1-3p -1,605333 1,695938101
mmu-miR-505-3p 5,45504 1,701438448
mmu-miR-669c-5p -1,586156 1,839462837
mmu-miR-6998-3p 4,461104 1,691174154
mmu-miR-7054-5p -2,892144 1,750329155
mmu-miR-9769-3p 11,22336 1,745859394
mmu-miR-99a-5p 1,635672 1,779719382
mmu-miR-466a-5p -6,25811 1,588970959
mmu-miR-6239 4,380789 1,6045598
mmu-miR-335-5p -2,749834 1,558512104
mmu-miR-1a-3p -3,10324 1,526204828
mmu-miR-21a-3p 2,957127 1,461707432
mmu-miR-345-5p 1,993467 1,516059167
mmu-miR-365-3p 1,807271 1,503201898
mmu-miR-501-5p 8,532644 1,463063319
mmu-miR-7024-5p -5,097571 1,476120889
mmu-miR-204-5p -8,006198 1,412569502
mmu-miR-139-3p -1,638413 1,37398831
mmu-miR-1947-5p -3,44084 1,374378562
mmu-miR-25-5p -1,545388 1,358440872
mmu-miR-23b-5p -2,424577 1,332006406
mmu-miR-669e-5p 4,028704 1,341378598
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comparing the four conditions (Table 3 and Fig. 3A). The replicates from the 12k and 100k
MPS-EVs were grouped together in one cluster, and the replicates from the 12k and 100k WT-
EVs replicates were grouped together in a second cluster. Using unsupervised hierarchical
clustering of these 38 differentially abundant miRNAs, we observed that a group of 20 miRNAs
was upregulated and a group of 18 miRNAs was downregulated in MPS-EVs, relative to WT-
EVs. When we applied more stringent criteria (log2 |fold-change| > 1 and adjusted p < 0.1), a
volcano plot of the overall miRNA distribution revealed that MPS-EVs were significantly
enriched in four miRNAs (miR-155-5p, miR-146a-5p, miR-221-3p, and miR-100-5p) (Fig.
3B). With regard to the normalized counts per million (CPM) of the four miRNA outliers, miR-
100-5p was less abundant (<100 CPM) than the three others (Fig. S5). The level of expression
of these four miRNAs in total cellular RNA and in EV RNA was confirmed by qPCR
experiments (Fig. 3C). We found that the most abundant miRNAs in MPS-EVs were also more
abundant in extracts from BV2 cells treated with MPS-GAGs.

mRNA targets and canonical pathway analysis

Since miRNAs carried by EVs can be transferred to recipient cells and mediate the
latter’s response, we sought to identify brain cell mRNAs targeted by the four upregulated
miRNAs in MPS-EVs. In an expression pairing analysis using the mRNA target filter from
Ingenuity Pathway Analysis (IPA), we found 130 predicted mRNAs targets for the four miRNA
outliers. To further investigate the pathways in which these 130 mRNA targets were potentially
involved, we performed a canonical pathway analysis. The 10 most significant canonical
pathways identified without any filter are shown in Figure 4A. The Neuroinflammation,
Hepatic fibrosis and Role of macrophage pathways had the highest number of genes, and
Mpyelination was ranked fifth. Since mRNA expression vary considerably from one cell type to
another, we used Neurotransmitter and other nervous system signaling as a filter and found that
the top five canonical pathways were associated with Neuroinflammation, Myelination, Axonal
guidance, untington's disease and Synaptogenesis signaling pathways (Fig. 4B). miR-146a-5p
and miR-100-5p mainly targeted genes involved in neuroinflammation and myelination,
respectively (Fig. 4C), miR-221-3p mostly targeted genes involved in neuroinflammation and
axonal guidance signaling pathways, while miR-155-5p targeted genes regulating

neuroinflammation and myelination.
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Fig. 3. Transcriptomic comparison of miRNAs from EVs released by microglia treated with WT-
GAGs vs. MPS III-GAGs.

(A) A heat map generated in a quantitative differential sequence analysis (Illumina QIAseq) of miRNAs
present in EVs, as a function of the GAG treatment and type of pellet. EVs were collected from media
conditioned by BV2 cells treated with WT-GAGs (-WT) or MPS-GAGs (-MPS), and the RNA was
extracted from the 12k pellet (12k-) or the 100k pellet (100k-). Log2 fold-change, using RNA
sequencing quantified and normalized CPM. The p-value was determined in an ANOVA performed on
the QIAGEN RNA-seq Analysis Portal system. The heat colors were scaled for each marker (high
expression in red; low expression in blue). n=3 biological replicates. (B) A volcano plot of miRNAs
detected in MPS III-EV vs. WT-EVs revealed the enrichment of miR-155-5p, miR-146-5p, miR-221-
3p and miR-100-5p in MPS-EVs. X axis = log2 |fold-change| > 1 (MPS-WT) with upregulated miRNAs
(right, in red) and downregulated miRNAs (left, in blue) in MPS III-EV. y axis = —log10(P value). The
p-value was determined in an ANOVA. (C) RT-qPCRs of miR-155-5p, miR-146-5p, miR-221-3p and
miR-100-5p, represented by bar plots. RNA was extracted from cells (BV2-) or from EVs (the 12k pellet
(12k-) or the 100k pellet (100k-)) collected from conditioned media of BV2 cells treated with WT-GAGs
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(-WT, blue) or MPS-GAGs (-MPS, red). One-way ANOVA, n=4 biological replicates (each point
represents 1 n), ns =p > 0.05; * =p < 0.05; ** =p <0.01; *** =p <0.001; **** =p <0.0001.

Using the public mRNA differential expression dataset from the hippocampus of the
mouse model of MPS IIIC (20), we identified a total of 648 genes targeted by the four
upregulated miRNAs. A canonical pathway analysis showed that the 341 downregulated genes
were involved in pathways also identified by prediction analysis: Myelination,
Neuroinflammation, Synaptogenesis, Huntington's disease, Endocannabinoid developing
neuron and SNARE signaling pathways (Fig. 4D). Sixty-four of the downregulated mRNAs

were also found in the list of 130 genes generated by the prediction analysis.

3.5 Effects of MPS III-EV uptake by primary cortical neurons

EV treatment does not reduce neuronal survival

To further explore the neuronal reaction to the EV cargo revealed by our omics
experiments, we exposed primary cortical neurons isolated from WT pups to WT-EVs, MPS-
EVs or CTL-EVs (8.75x10% EVs/mL) every 24 hours for 72 hours (Fig. 5A). As EVs from the
12k and 100k pellets had similar protein and RNA contents, the two were pooled for the
following experiments. We first checked that the number of neuronal nuclei did not change
from one condition to another or over time during the treatments (Fig. S6A). An analysis of
TUNEL+ and Hoechst+ colocalization showed that exposure to the EVs did not induce

apoptosis of the neurons (Fig. S6B).

EVs secreted by microglia treated with MPS-GAGs reduce the neurite surface area

Analysis of large mosaic images (25 squares, 10x objective) using Imaris machine-
learning software enabled us to quantify the dimensions of the neuronal extensions (Fig. 5B).
After normalization against control condition, neuron-specific microtubule immunostaining
with an anti-BIII-tubulin antibody highlighted a significant decrease over time in the neurite
surface area of neurons exposed to MPS-EVs. The decrease became statistically significant
after 72h (two-way ANOVA, p=0.0056, n=4, Fig. 5C). The neurite surface area had decreased
significantly in neurons after 48h of exposure to WT-EVs (two-way ANOVA, p=0.0097, n=4)
but returned to the baseline value at 72h (Fig. 5C).
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Fig. 4. Functional enrichment of mRNAs targeted by the four miRNAs enriched in MPS III-EVs.
(A) The top 10 significant canonical pathways identified without a filter; the majority were related to
inflammatory processes and two pathways specific for neuronal signaling. (B) The top 10 significant
canonical pathways identified with the Nervous system filter, revealing pathways involved in
neuroinflammation, neurodevelopment, and neurotransmission. (C) A network hub representation of
mRNAs targeted by the four EV-miRNAs. Each mRNA (shown as squares) is linked to a miRNA
(shown as red circles) with an arrow. The top five IPA canonical pathways with the Nervous system
filter are represented by colors in each mRNA squares. (D) The top 10 significant canonical pathways
identified with the Nervous system filter for downregulated mRNAs from the transcriptomic analysis of
hippocampi of the MPS I1IC Hgsnat"™*"** mouse model and that are targeted by the four miRNAs, (A, B
and D) IPA canonical pathways were ranked by their —log10 FDR. Each pathway is shown as a circle,
with the color representing —log10 FDR. The size corresponds to the number of targeted genes, and the
X axis represents the gene ratios. The color code for signaling pathways is as follows:
Neuroinflammation in orange, Myelination in green, Axonal Guidance in blue, Huntington’s Disease in
pink, and Synaptogenesis in yellow.

EVs secreted by microglia treated with MPS-GAGs impair dendritic organization
We investigated the site of neurite damage by immunostaining the dendrites of postmitotic
neurons with an antibody against microtubule-associated protein 2 (MAP2) (Fig. 6A). The
MAP2+ area in neurons exposed to MPS-EVs decreased over time, and the decrease became
statistically significant after 72h (two-way ANOVA, p=0.0281, n=4, Fig. 6B). For neurons
treated with WT-EVs, the dendrite surface area decreased between 24h and 48h (two-way
ANOVA, p=0.0039, n=4) but returned to the baseline value at 72h (two-way ANOVA,
p=0.0369, n=4, Fig. 6B). The MPS-EVs had a clear effect on dendrite length (i.e. the distance
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Fig. 5. pIII-tubulin immunostaining of primary cortical neurons treated with WT- or MPS-EVs.

(A) A diagram showing the experiment scheme for chronic exposure of neurons to EVs and the time
points in the immunofluorescence imaging analysis. (B) Representative wide-field zoomed images of
25-square stitched mosaics (10X objective) showed that BIII-tubulin immunostaining was less intense
after neurons had been treated for 72h with MPS-EVs, relative to treatment with WT-EVS or CTL. (C)
The total BIII-tubulint+ surface area decreased over time in neurons exposed to MPS-EVs. Values for
neurons treated with WT-EVs (blue) or MPS-EVs (red) were normalized against those for control
neurons (CTL). Two-way ANOVA, n=4 biological replicates (each point represents 1 n), ** =p <0.01.
(A-B) Neurons were treated with WT-EVs (WT), MPS-EVs (MPS) or with trehalose (CTL) for 24h
(H24, in light grey), 48h (H48, in medium grey) or 72h (H72, dark grey). Neurons were stained with an
anti-BIII-tubulin antibody coupled to Alexa Fluor™ 647 (green) and nuclei were stained with Hoechst
33342 (blue). Scale bar = 100 um.
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from the soma), with a significant decrease in MAP2+ length between 48 h and 72 h (two-way
ANOVA, p=0.0369, n=4) and particularly between 24 h and 72 h (two-way ANOVA, p=0.0058,
n=4, Fig. 6C). Since the MAP2+ surface area data were consistent with the profile obtained for

the BIII-tubulin+ area, we next focused on characterization of the dendrites (Fig. 7A).

Under the microscope (40X objective, Fig. 7A), neurons exposed to MPS-EVs showed
an increase in the number of short MAP2+ protrusions from the soma; the increase was
statistically significant at 48 h and at 72 h (two-way ANOVA, n=4, p=0.0263 and p=0.0034,
respectively) (Fig. 7B). The increase in the number of MAP2+ branches after exposure to MPS-
EVs was also significant when compared with neurons treated with WT-EVs at 48 h and at 72
h (two-way ANOVA, n=4, p=0.0039 and p=0.0026, respectively) (Fig. 7B). At the 72 h
timepoint, we observed an increase in the number of short primary MAP2+ branches (two-way
ANOVA, p=0.0016, n=4, Fig. 7C) but not in second-generation branches. However, we
observed a decrease in the number of tertiary (terminal) branches (two-way ANOVA, p=0.0022,
n=4, Fig. 7C).

We also observed soma swelling after MPS-EV treatment, as evidenced by an increase
in the soma area surface at 48 h and at 72 h (two-way ANOVA, n=4, p=0.0054, and p=0.0005,
respectively). This difference in surface area was also statistically significative in neurons
treated with MPS-EVs vs. WT-EVs at 48 h and at 72 h (two-way ANOVA, n=4, p=0.0002 and
p<0.0001, respectively; Fig. 7D).

Lastly, we counted the number of immature long dendritic spines (i.e. filipodia) per 20
pum of dendrite (63X objective). Some filipodia were more than 2 um long (yellow arrow heads
in Fig. 7E). The number of MAP2+ filipodia on neurons exposed to MPS-EVs increased at 24
h, 48 h and 72 h (two-way ANOVA, n=4, p=0.0273, p=0.0015 and p=0.0348, respectively; Fig.
7F).

4 Discussion

Severe neuroinflammation is a hallmark of MPS III in both patients and mouse models. Chronic

microglial activation has been shown to have a prominent role in the neuroinflammatory process
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Fig. 6. MAP2 immunostaining of primary cortical neurons treated with WT- or MPS-EVs.

(A) Representative insets of wide-field zoomed images of neurons on 25 squares mosaics (10X
objective) showed a relative decrease in the intensity of MAP2 immunostaining in neurons after 72h of
treatment with MPS-EVs. (B) Quantification of the total MAP2+ surface area revealed a time-dependent
decrease in neurons treated with MPS-EVs. (C) Quantification of the MAP2+ distance from the soma
(dendrite length) revealed a progressive decrease in neurons treated with MPS-EVs. (A-C) Neurons were
treated with WT-EVs (WT, blue), MPS-EVs (MPS, red) or trehalose (CTL) for 24h (H24, in light grey),
48h (H48, in medium grey) or 72h (H72, in dark grey). Neurons were stained with an anti-MAP2
antibody coupled to Alexa Fluor™ 568 (in pink) and nuclei were stained with Hoechst 33342 (in blue).
Scale bar = 100 um (B and C) Quantifications of wide-field neurons variables, normalized against
nontreated control neurons (CTL). Two-way ANOVA, n=4 biological replicates (each point represents
1 n), *=p <0.05; ** =p <0.01; *** =p <0.001; **** =p <0.0001.
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that contributes to progressive neurodegeneration. The impact of EVs released by microglia on

the physiopathology of MPS III has not been investigated.

It is well known that the BV-2 microglia murine cell line can be stimulated by
lipopolysaccharide (LPS) and secretes pro-inflammatory cytokines that modulate oxidative
stress or apoptosis (36,37). Hence, the BV-2 cell line is the gold standard in neuroinflammation
studies (38) and studies of neurodegenerative disorders (39). Here, we used GAGs purified
from the urine of patients with MPS III. We used this GAG fraction (highly enriched in
undigested HS) to activate microglia and study their EVs. We have shown previously that HSOs

have damaging effects on neurons, astrocytes, and microglia (9,16,40-42).

4.1 MPS III microglia-derived EVs carry a cargo of proteins and miRNAs involved in the
inflammatory response and neuronal development.

We first characterized the RNAs and proteins in EVs released by microglial cells treated
with GAGs isolated from the urine of children with MPS III. Few researchers have used
proteomics or multi-omics analyses to comprehensively characterized the molecular signature
of microglial EVs produced in neurodegenerative states. In exosomes produced in TREM2
Alzheimer’s disease (AD) risk variant iPS-microglia, Mallach et al. found nine enriched
proteins involved in the downregulation of transcription and metabolic processes (43). In
CD11b* small EVs from the brains of people with AD, 27 proteins were differently expressed.
These proteins included disease-associated microglia markers (TMEM119, P2RY 12, FTHI,
ApoE) and neuronal and synaptic proteins (44). Mallach et al. also identified four miRNAs
(miR-28-5p, -381-3p, -651-5p, and -188-5p) that were more abundant in microglial EVs from
people with AD. These miRNAs regulated the Toll-like receptor (TLR), and senescence
pathways.

The results of our RNA sequencing experiments showed that three miRNAs (-146a-5p,
-155-5p and —221-3p, all known to be involved in the immune response) were abundant in MPS
III microglial-EVs. Interestingly, both miR-146a-5p and miR-155-5p were found to be
upregulated in EVs secreted by LPS-polarized N9 microglia (45), miR-146-5p in AB-treated
microglial EVs (29), and miR-221-3p in EVs from IL-4 polarized microglia (46); these
observations indicated that in an inflammatory context, microglia release EVs with a high

abundance of these specific miRNAs.
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Fig. 7. Characterization of MAP2+ dendrites on primary cortical neurons treated with WT- or
MPS-EVs.

(A) Representative images of 1 or 2 neurons (40X objective). (B) The number of short MAP2+ dendritic
branches increased progressively in the MPS condition. (C) Quantification of the number of primary and
tertiary branches per neurons revealed an overall decrease in the complexity of the dendritic arborization
in neurons treated with MPS-EVs after 72h. (D) Quantification of the soma’s surface area revealed the
progressive swelling of neurons treated with MPS-EVs. (B-D) Quantification of somatodendritic
variables from 10 neurons per n. (E) Representative images of dendrites (63X objective) with filipodia
spines (>2 um, yellow arrowheads), showing an increase the number of filipodia per dendrite in neurons
treated with MPS-EVs. (F) The number of immature dendritic spines increased in neurons treated with
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MPS-EVs. The filipodia were analyzed 30 pum away from the soma on 20-um-long MAP2+ segments.
Data from 10 dendrites from 5-10 neurons were expressed as the mean value per n. (A-F) Neurons were
treated with WT-EVs (WT, in blue) or MPS-EVs (MPS, in red) for 24h (H24, in light grey), 48h (H48,
in medium grey) or 72h (H72, in dark grey). Neurons were stained with an anti-MAP2 antibody coupled
to Alexa Fluor™ 568 (in pink in A and in white in E) and nuclei were stained with Hoechst 33342 (in
blue). Scale bar = 25 pm (A), 20 pm (E). Two-way ANOVA, n=4 biological replicates (each point
represents 1 n), * =p <0.05; ** =p < 0.01; *** =p < 0.001; **** =p <0.0001.

Similarly, comparative proteomic analyses revealed that all the proteins enriched in MPS III-
EVs were involved in the inflammatory response or immune cell recruitment. In particular,
some of these proteins were part of the Toll-like receptor signaling, and lipopeptide binding PPI
network. This inflammatory protein and miRNA cargo is consistent with the reported ability of
HS and HSOs to promote an innate immune response. The induction of the pro-inflammatory
cytokine release by HS fragments (via interactions with TLR4) has been observed under
physiological conditions in vitro (47,48). Furthermore, we have shown previously that HSOs
can activate microglia through the TLR4/MyD88 pathway (9,16). In both Naglu/Tlr4 and
Naglu/Myd88 double-knockout mice, the onset of brain inflammation was delayed for several
months when compared with MPS IIIB mice. In MPS VII, inactivation of TLR4 pathway in
GusB/TIr4 double-knock-out mice corrects many biochemical and clinical features of the

disease (49).

Interestingly, most of the proteins that were less abundant in MPS III microglial EVs
turned out to be involved in neuronal development mechanisms, axonogenesis, gliogenesis, or
dendritic spine morphogenesis. Furthermore, a PPI network analysis identified the Axon
guidance and basigin-like and Toll-like signaling, and lipopeptide binding protein networks.

It is widely acknowledged that miRNA expression is inversely related to target gene expression.
In the light of the results from our expression pairing analysis, we looked at whether the
predicted mRNA targets were truly downregulated in vivo by using the published differential
mRNA expression dataset for the hippocampus of the mouse model of MPS III C (20). The
resulting canonical pathway analysis of genes targeted by the four miRNAs revealed that
Myelination, Huntington’s disease and Synaptogenesis were the top pathways in terms of both
predicted mRNA targets and the transcriptomic analysis of MPS IIIC hippocampi. It is notable
that miR-100-5p (which regulates genes closely involved in neuronal development) has not
previously been found to be upregulated in EVs secreted by microglia. Interestingly, Li et al.

reported that following spinal cord injury, miR-100 attenuates the inflammatory activation of
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microglia (by inhibiting the TLR4/NF-«kB pathway and neuronal tissue apoptosis) and improves

motor function (50).

Our comprehensive characterization of the cargo of microglia-derived EVs (by
combining proteomics and transcriptomics) reflected the microglia’s multiple functions as a
CNS immune cell and as a support for neurons. Moreover, our results suggest that these two
roles are altered in MPS IlI-microglia: the latter’s small and large EVs are enriched in proteins
with a role in inflammatory processes and lack proteins involved in neuronal development.
Concordantly, the abundant miRNAs in these EVs can regulate genes involved in the same
biological pathways.

We have shown previously that inactivation of the TLR4-MyD88 pathway in MPS IIIB mice
suppressed early-onset neuroinflammation but did not prevent neurologic disease (9). We
therefore hypothesize that microglial EVs that lack neurotrophic molecules have a role in the
progression of neurodegeneration.

According to the literature data, this molecular profile appears to be very specific for EVs
secreted by MPS III microglia. Hence, the cargo might be harmful for the recipient cells. This
was further demonstrated by treating primary cortical neurons with EVs secreted by microglia

exposed to HSOs isolated from the urine of patients with MPS III.

4.2 MPS III microglia-derived EVs impair dendrite arborization in primary cortical
neurons

When immunostaining the neuronal cytoskeleton and the somatodendritic compartment
with anti-BIII-tubulin and anti-MAP2 antibodies respectively, we observed significant, similar
decreases over time in the numbers of neurites and dendrites in neurons treated with MPS III-
microglia-EVs (MPS III-Mg-EVs). We next characterized the dendrites’ arborization.
Interestingly, we found that neurons treated with MPS III-Mg-EVs presented fewer tertiary
branches and more primary dendrites. Furthermore, the primary dendrites were shorter (i.e.
closer to soma). These experiments demonstrated that exposure to MPS III-Mg-EVs was
associated with a less complex arborization — mainly due to fewer tertiary branches.
Interestingly, similar observations have been made in models of MPS III. Hocquemiller et al.
reported defects in dendritic arborization in live primary cortical neurons of MPS IIIB mice
(41). More recently, a decrease in neurites length was also reported in primary hippocampal
neurons of MPS IIIC mice. Para et al. also showed that in pyramidal neurons, the number of

dendritic spines was low while the number of immature dendritic spines was high. We also
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observed that primary cortical neurons treated with MPS III-Mg-EVs had a greater number of
immature dendritic spines, suggesting that a low number of synapses could impair neuronal
transmission. Indeed, MPS IIIC neurons presented early abnormalities in synaptic structure and

neurotransmission as a result of impaired synaptic vesicular transport (51).

A time-dependent increase in the soma surface area (described in the literature as
“swelling” or “ballooning”) was observed in neurons treated with MPS III-Mg-EVs. This is a
histological feature of neurodegeneration and has been reported in tauopathies. For example,
the accumulation of abnormal cytoskeletal components (e.g. the formation of neurofibrillary
tangles in AD and the formation of Lewy bodies) can cause swelling of the cell body. In
metabolic diseases, accumulation of storage material reportedly induce neuron swelling, and
swollen neurons have been reported in the brains of patients with MPS IIIB (52) and in the
canine model of MPS IIIB (53).

Under pathological conditions, the uptake of microglia-derived EVs reportedly impairs
neuronal functions. Recently, Prada et al. showed in vitro that EVs from pro-inflammatory
microglia can affect neuronal transmission, with a lower density of mature dendritic spines (29).
Small EVs from TREM2 AD risk variant iPS-microglia were less able to promote the outgrowth
of neuronal processes (30). The striatal injection of exosomes isolated from a-synuclein-treated
microglia induced neurodegeneration in the nigrostriatal pathway of injected mice (26).
Furthermore, EVs derived from the brains of patients with AD are known to transport tau
proteins and mediate the dysfunction of GABAergic interneurons (27,54). In these studies, the
effect of EVs was mainly attributed to the transmission of the abnormal protein to the neuron.
We cannot attribute the effects observed in our study to the transport of HSO by EVs; in the
vitro model used here, the HSOs purified from the urine of patients with MPS III were added
extracellularly and were unlikely to accumulate in the way seen in the mouse models of MPS
III. It would be therefore very interesting to determine in vivo whether MPS III-Mg-EVs

transport HS fragments. This could be measured using a very sensitive LC-MS/MS system.

Our results showed that the characteristic cargo of MPS I1I-Mg-EVs can induce a MPS
III-like phenotype in the recipient naive neurons - probably through the impairment of
neurotransmission. Indeed, our results strongly suggest that in patients with MPS III, microglia-

derived EVs accentuate inflammation and neuronal dysfunction. The present study is the first
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to have characterized the content of MPS III-Mg-EVs. We observed a disease-associated
signature and provided a framework for further studies of patient-derived, cell-type-specific

EVs and their potential value as biomarkers of the response to treatment of MPS III.
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Fig. S6. DAPI staining and TUNEL assay results for neurons exposed to EVs

(A) Representative wide-field images of 25-square stitched mosaics (10X objective) of neurons treated with
WT-EVs (WT), MPS-EVs (MPS) or with trehalose (CTL) for 24 hours (H24), 48 hours (H48) or 72 hours
(H72). The nuclei were stained with Hoechst 33342 reagent (in cyan) or Alexa Fluor™ 488 dye (in yellow)
when combined with a TUNEL assay. Scale bars = 400 um for the main images and 100 pm for insets. (B)
Exposure to EVs did not lead to a decrease in the number of Hoechst+ nuclei. (C) Quantification of
colocalized TUNEL+ and Hoechst+ nuclei showed that EVs do not have an apoptotic effect on neurons. (B,
C) Neurons treated with trehalose (CTL, grey), WT-EVs (WT, blue) or MPS-EVs (MPS, red) after 24 hours
(H24, in light grey), 48 hours (H48, in medium grey) or 72 hours (H72, in dark grey) of treatment. Two-way
ANOVA, n=4 (each point represents 1 n).
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Table S1. List of specific protein markers of large and small EVs, as identified by mass
spectrometry.
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Table S2. Number of reads and percentage of different types of RNA from each EV sample.
The data were produced by the Legacy Analysis Pipeline on the QIAGEN GeneGlobe portal.
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2.1.2 Résultats complémentaires

J’ai également réalisé des expérimentations supplémentaires qui renforcent le message
apporté par les résultats décrits précédemment et permettent d’appuyer la robustesse de

cette étude in vitro.

En paralléle des GAGs, j'ai également traité des BV-2 avec du LPS (0,1 pg/mL) pendant
24h et isolé les EVs a partir du surnageant de culture avec la méme technique de dUC (LPS-
EVs). Les neurones ont été traités par des EVs pendant 24h, 48h ou 72h, fixés puis marqués
avec des anticorps anti-Blll-tubuline et MAP-2 qui ciblent respectivement, les neurites et les
dendrites. Dans cette premiere figure, nous pouvons voir par microcopie a fluorescence, que
les neurones traités par des LPS-EVs a 72h ont un réseau avec une densité semblable a celle
des neurones controéles ou traités par les WT-EVs (Fig. 1A). Effectivement, avec le logiciel Imaris,
j’ai pu quantifier 'aire totale des neurites et des dendrites et les rapporter aux valeurs
quantifiées dans la condition contréle. Nous avons pu constater qu’a 24h il n'y a pas de
modulation de cette aire pour toutes les conditions. A 48h, il y a une baisse de cette aire qui
est similaire entre toutes les conditions, et qu’a 72h les neurones traités par les WT-EVs
retrouvent une morphologie basale avec des aires totales de leurs neurites et dendrites
similaires a la condition contréle. Or, pour les neurones traités par les MPS-EVs nous avions
déja montré dans le précédent travail qu’a 72h il n’y a pas de retour a I'état basal et méme que
leurs aires sont encore plus diminuées qu’a 48h (p-value < 0,05). Pour les neurones traités par
les LPS-EVs nous pouvons observer qu’ils ne perdent pas plus de neurites ou de dendrites, bien
que la plupart des échantillons ne retrouvent pas un état basal (Fig. 1B et C). De la méme
maniere, nous pouvons constater qu’en étudiant le parameétre de mesure de la distance entre
la terminaison et le soma, que seuls les neurones traités avec des MPS-EVs, voient la longueur
de leurs dendrites diminuée a 72h (p-value < 0,05) (Fig. 1D).

Ces résultats, suggerent que la diminution au cours du temps de l'aire du réseau
neuronal induite par les MPS-EVs n’est pas uniquement dépendante d’un contenu pro-
inflammatoire des EVs, mais plutot d’'un contenu spécifiqguement lié a I'activation des BV-2 par
des GAGs provenant de patients MPS lll. En effet, j’ai réalisé une RT-gPCR des miR-146a-5p et

miR-155-5p, des miRNAs pro-inflammatoires bien connus que nous avions déja montré comme
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Fig. 1. pIlI-tubulin and MAP2 immunostaining of primary cortical neurons treated with WT-,
MPS-EVs or LPS-EVs.

(A) Representative insets of wide-field zoomed images of neurons on 25 squares mosaics (10X
objective) showed a relative decrease in the intensity of MAP2 immunostaining in neurons after 72h of
treatment with MPS-EVs or LPS-EVs. (B-C) Quantification of the total BIlI-tubulin+ (B) and MAP2+
(C) surface area revealed a decrease in neurons treated with MPS-EVs but not with LPS-EVS or WT-
EVs at 72h. (D) Quantification of the MAP2+ distance from soma revealed a decrease in neurons treated
with MPS-EVs but not with LPS-EVS or WT-EVs at 72h. (A-D) Neurons were treated with WT-EVs
(WT, blue), MPS-EVs (MPS, red), LPS-EVs (LPS, orange) or trehalose (CTL) for 24h (H24, in light
grey), 48h (H48, in medium grey) or 72h (H72, in dark grey). Neurons were stained with an anti-pIII-
tubulin antibody coupled to Alexa Fluor™ 647 (green) or with an anti-MAP2 antibody coupled to Alexa
Fluor™ 568 (in pink). Nuclei were stained with Hoechst 33342 (in blue). Scale bar = 100 um (B, C and

D) Quantifications of wide-field neurons variables, normalized against non-treated control neurons
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(CTL). Two-way ANOVA, n=4 biological replicates (each point represents 1 n), * =p < 0.05. (E and
F) RT-qPCRs of miR-146a-5p (E) and miR-155-5p (F) represented by bar plots. RNA was extracted
from EVs collected from conditioned media of BV-2 cells treated with WT-GAGs (WT-, blue), MPS-
GAGs (MPS-, red) or LPS (LPS-, orange). One-way ANOVA, n=3 biological replicates (each point
represents 1 n), ns =p > 0.05; * =p <0.05; ** =p <0.01; ***=p<0.001.

étant enrichis dans les MPS-EVs. Nous pouvons voir qu’ils sont enrichis dans les LPS-EVs mais
avec un fold-change plus important (p-value < 0,001 (miR-146a-5p) et < 0,05 (miR-155-5p)) que
pour les MPS-EVs (p-value < 0,01 (miR-146a-5p)).

Finalement, nous avons aussi voulu vérifier que les 4 miRNAs enrichis dans nos MPS-
EVs identifiés et validés par miRSeq et RT-qPCR, sont aussi présents in vivo, dans notre modele
murin MPS 11IB agé de 4 mois.
A partir de tissus cérébraux j'ai isolé des EVs par une technique d’ultracentrifugation
différentielle couplée a un gradient de densité (DG-dUC). J’ai ensuite extrait les ARNs totaux
provenant des tissus entiers et des EVs de cerveaux de souris WT (4mo-WT) ou MPS IIIB (4mo-
MPS).
Nous pouvons voir que dans tissus cérébraux MPS IlIB, les miR-146a-5p (p-value < 0,0001) et
miR-155-5p (p-value < 0,05) sont plus fortement exprimés, mais avec un fold-change assez
faible. En revanche, les miR-221-3p et miR-100-5p semblent y étre exprimés plus fortement de
maniere constitutive mais leur expression n’est pas différente entre les 4mo-WT et 4mo-MPS
(Fig. 2A). De facon similaire, nous pouvons observer dans les EVs que le miR-221-3p est tres
fortement exprimé dans les deux conditions et qu’il n’y a pas de différence. Or, le miR-155-5p
se trouve enrichi dans les 4mo-MPS malgré un fold-change faible (p-value < 0,05). Quant au
miR-146a-5p il est fortement différentiellement exprimé et enrichi dans les 4mo-MPS (p-value
< 0,0001) (Fig. 2B).
Cette expérience, nous a permis de valider que nous pouvions retrouver in vivo le méme
enrichissement en miRNAs que dans notre systeme in vitro, simple et basé sur une lignée
microgliale traitée par des GAGs de patients. Les EVs de cerveaux MPS IIIB étant issues d’un

environnement plus complexe et représentatif de I'accumulation des HSOs.
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Fig. 2. Comparison of miRNAs levels in brain tissues or EVs from 4mo-WT or MPS I1IB mice by
RT-qPCR.

Relative expression of miR-155-5p, miR-146-5p, miR-221-3p and miR-100-5p, represented by bar
plots. RNA was extracted from brain tissues (A) or from brain EVs (B) of WT mice (WT, blue) or
MPSIIIB mice (MPS, red) and their expression determined by RT-qPCR experiments and ACt related
to miRNA control, miR-103. Unpaired t-test, n=4-6 biological replicates (each point represents 1 n), ns

=p>0.05; * = p < 0.05; **** = < 0.0001.
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2.2  ARTICLE “BRAIN-DERIVED EXTRACELLULAR VESICLES FROM A MOUSE
MODEL OF MUCOPOLYSACCHARIDOSIS TYPE ||IB DRIVE DISEASE STAGE-

DEPENDENT NEUROPATHOLOGY”

F. Wilkinson, R. Petrova et J. Ausseil ont décrit dans leurs travaux sur la
physiopathologie du modele murin MPS 1lIB, que la neuroinflammation bien qu’elle soit initiée
par la microglie et visible des 10 jours, va activer les autres types cellulaires et étre aussi
médiée par les astrocytes. Dans cet état de gliose, qui sera détectable aux alentours de 3 mois,
les astrocytes ne seront plus capables de maintenir intacte la BHE et entraineront avec
I'ensemble des cellules cérébrales activées le recrutement de cellules immunitaires
périphériques. De par sa chronicité, la neuroinflammation — couplée aux altérations
intracellulaires causées par I'accumulation de HSOs — va induire des défauts de transmission
nerveuse décrits entre 3 et 5 mois, et qui conduiront progressivement a des troubles du
comportement cognitifs et moteurs visibles dés 6 mois, annonciateurs d’une
neurodégénérescence sévere marquée a 8-9 mois (Ausseil et al. 2008; Petrova et al. 2023;

Wilkinson et al. 2012).

En parallele de mes travaux in vitro, dans lesquels jai démontré la transmission au
neurone d’'un message pathologique par les EVs de microglie, a I'origine d’une altération de
leur morphologie, j’ai voulu explorer un modele ex vivo. LUexploitation d’EVs provenant d’un
systeme complexe nous permettra d’étudier le message de I'ensemble des cellules cérébrales
dans un contexte d’accumulation d’"HSOs anormaux et de valider in vivo notre hypotheése.

Les premiers résultats obtenus avec ce modele ex vivo sont présentés dans cette ébauche
d’article scientifique intitulé « Brain-derived extracellular vesicles from a mouse model of
Mucopolysaccharidosis type IlIB drive disease stage-dependent neuropathology ». Ces
résultats de RNAseq seront étoffés par d’autres analyses bioinformatiques en cours
d’interprétation a ce jour ainsi que par des expérimentations fonctionnelles supplémentaires

qui seront exposées dans la partie Discussion et Perspectives.
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Dans notre équipe, nous disposons du modele murin MPS IIIB décrit précédemment,
dont l'apparition et I'évolution de la maladie est similaire a ce qui est décrit chez I'Homme.
Nous avons choisi d’étudier des EVs provenant de souris agées de 1, 4 et 8 mois permettant
ainsi de retracer la progression de la neuroinflammation et de la neurodégénérescence.

Pour ce faire, les EVs ont été isolées a partir de tissus cérébraux par la technique de DG-dUC,
gue jai développée dans le laboratoire a partir d'une méthode adaptée aux échantillons
tissulaires déja décrite (Muraoka et al. 2021). Le gradient de densité va séparer le culot d’EVs
en sept différentes fractions que jai caractérisées par Western-Blot (WB), microscopie
électronique a transmission (TEM), et NTA, afin de déterminer les fractions enrichies en EVs et

de les utiliser pour le traitement des neurones.

Pour répondre au mieux a I’hypothése du rble des EVs dans la propagation de la
neuropathologie, j’ai réalisé une étude transcriptomique par RNAseq de neurones corticaux
primaires murins isolés a partir de souriceaux sauvages et traités avec des EVs isolées de
cerveaux de souris WT ou MPS IIIB agées de 1, 4 ou 8 mois.

Par microscopie optique a contraste de phase nous avons déja pu montrer que seuls les
MPSIIIB-EVs provenant de cerveaux de 8 mois, altéerent physiquement les neurones primaires
apres une exposition chronique de 72h. Lanalyse transcriptomique nous a permis de révéler
des différences d’expression des mRNAs impliqués dans différentes voies biologiques entre
des neurones traités par des EVs WT et MPS IlIB isolées a trois stades différents de la

pathologie.

Nous avons montré que les neurones traités par des MPS IlIB-EVs isolées de souris d’'un
mois, présentent déja une réponse adaptative au stress traduite par une augmentation des
mRNAs impliqués dans l'activité mitochondriale et la synthése protéique, associée a une
diminution de la réponse inflammatoire et a une augmentation de la signalisation
endocannabinoide. De plus, nous avons vu une augmentation de |'expression d’une voie
décrite dans le cancer en lien avec une production de ROS et qui pourrait étre dépendante de
I'augmentation de la phosphorylation oxydative mitochondriale. Finalement, nous avons
également trouvé une augmentation de I'expression de voies impliquées dans les maladies

neurodégénératives de I'adulte.
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Les neurones traités par des MPSIIIB-EVs isolées de souris de 4 mois, présentent uniquement
une diminution des voies biologiques associées a I'immunité innée et directement liée a la
signalisation du TLR4, présentant les mémes voies impliquées que dans la condition 1 mois.

Finalement, les neurones traités par des MPS IlIB-EVs isolées de souris de 8 mois, montrent
une baisse de I'expression de la voie associée aux ribosomes, et suggererait une diminution de
la synthése protéique contrairement a la condition avec des MPSIIIB-EVs de 1 mois. Lanalyse
transcriptomique a également révélé une diminution des mRNAs de la voie des protéoglycanes
dans le cancer, et spécifiquement celle des HSPGs, cette voie est essentielle a la survie et la
prolifération des cellules. Etant inhibée elle traduit directement la mort des neurones, en
adéquation avec la diminution de la synthése protéique mais surtout avec la morphologie
altérée de ces neurones, tel qu’observé avec les images de microscopie. Cette voie altérée

ciblant spécifiqguement les HSPGs suggere fortement un transport de HSOs par les EVs.

Dans leur ensemble, ces résultats qui nécessiteront d’étre validés a travers différentes
expérimentations fonctionnelles montrent d’ores et déja que les EVs sont capables d’induire
dans des neurones sauvages, une réponse complexe et fine et qui est dépendante de
I’évolution de la pathologie chez la souris. Ce travail permet plus que jamais d’envisager
favorablement l'utilisation des EVs comme biomarqueurs de suivi longitudinal de I'efficacité

thérapeutique dans le cadre d’essais cliniques dans la MPS 1.
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Results

Characterization of brain-derived extracellular vesicles

Brain-derived extracellular vesicles (EVs) were purified directly from mouse brain
tissue following the density gradient — differential ultracentrifugation purification scheme
shown in Fig. 1A, according to the method described by Muraoka et al. (1).
As specified in the guidelines from the International Society for Extracellular Vesicles (2,3),
the vesicles from each fraction of the sucrose density gradient (III to IX, corresponding
approximately to 1.06 to 1.28 g/cm?) obtained after centrifugation at 140.000 x g, were analyzed
with regard to particle size and concentration, using transmission electron microscopy (TEM)
(Fig. 1B) and nanoparticle tracking analysis (NTA) (Fig. 1D and E). The presence of EV protein
markers was checked using Western blotting (Fig. 1C).

Transmission electron microscopy

The purified EVs were examined by TEM and negative staining revealed heterogenous
populations of EVs from the different sucrose gradient fractions with sizes between 100 and
670 nm. EVs in the V and IX fractions, appears to present in a lower quantity when compared

to others fractions (Fig. 1B).

Nanoparticle tracking analysis

Size distribution graphs of EVs purified from fractions III to IX showed that all fractions
had a similar average particle size (mean) and peak particle size (mode). The particle size was
consistent with that observed in the TEM. When comparing all fractions together, the total
particle concentration was at least two times higher in fraction VI and ten times higher in

fraction VII (Fig. 1C and Table 1A).

EV protein marker analysis

We used Western blotting of the EV proteins extracted from fractions III to IX to
establish the presence of typical transmembrane protein markers of EVs (CD9 and CD81) and
cytoplasmic lipid-bound protein marker (ANXA2) (Fig. 1D). Tetraspanins CD9 and CD81 were
enriched in the fractions VI to IX and V to VIII respectively, and both were highly enriched
concomitantly in fraction VII. ANXA2 was enriched in fractions V and VI. Moreover, the Golgi
apparatus marker GM130 was not detected in any fractions (Fig. 1D),
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A Density gradient — differential ultracentrifugation ex vivo protocol
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Fig. 1. Purification and characterization of EVs from mouse brain tissue

(A) Density gradient — differential ultracentrifugation purification scheme of EVs from mouse brain
tissue. (B) Representative images of negative-stained TEM showing pure EV preparations from the
seven different sucrose density gradient fractions (III to IX). Scale bar = 500 nm. (C) NTA size
distribution graphs of the purified EVs from the seven different fractions (III to IX) of the sucrose
density gradient. The diameter of all EVs populations ranges from 100 to 500 nm. The results are
expressed as the mean EV concentration per mL for each nm in size. n=3, each color represents a
fraction. (D) Western blots performed with lysates of EVs from the seven different fractions (III to IX)
revealed the enrichment of the specific EV protein markers ANXAZ2 in the both V and VI fractions, CD9

169



PARTIE EXPERIMENTALE

in VI to IX fractions, and CD81 in V to VIII fractions. WB showed the absence of GM130 proteins in
all pellets. (E) NTA size distribution graphs of the purified EVs from the EV-enriched pool (V to VII
fractions, in green) or from the EV-deprived pool (I, IV, VIII and IX fractions, in yellow). The diameter
of all EVs populations ranges from 100 to 500 nm. The results are expressed as the mean EV
concentration per mL for each nm in size. n=6. (A-E) EVs were isolated from brains of C57Bl/6JN"

heterozygous mice.

suggesting a very good purity of our EVs preparations, and was consistent with the TEM

images.

All together, these results comforted us to define fractions V, VI and VII (1.10-1.22

g/cm3) as the EV-enrich fractions, as also determined by Muraoka et al (1). We decided to pool
these EV-enriched fractions, obtain the pellet of pooled EVs after centrifugation and to use this
pool for further experiments.
Before doing so, we checked by NTA the size distribution graphs of both EV-enriched and EV-
deprived pools. We did not observe a major difference in peak size or mean concentration
between them. The main difference was the presence of an EV population ranging between 300
and 450 nm that is more abundant in the EV-enriched pool, consistent with an increase mean
size of about 30 nm when comparing both pools (Fig. 1E, Table 1B). Although the calculated
mean concentration was not quite different, when normalizing to brain tissue, we determined
that the quantity of EVs per mg of brain tissue is ten times higher in the EV-enriched pool
(Table 1B).

Given that the characterization of the EVs from brain tissues gave satisfactory results,
we pursued the experiments by evaluating the effect of EVs isolated from brain tissues of
C57B1/6] WT mice (WT-EVs) and MPS IIIB mice C57Bl/6JN" -~ (MPSIIIB-EVs) on the
transcriptome of primary cortical neurons by RNA sequencing analysis.

As we wanted to investigate the specific effect of the EVs according to the stage of the disease,
we studied EVs purified from three different aged mice, one month, four months and eight
months. At one month old, the MPS IIIB mouse model presents mainly a mild
neuroinflammation, at four months old this neuroinflammation becomes moderate combined
with some neurotransmission defects and at eight months old, mice present severe

neuroinflammation with motor and cognitive declines, associated with neurodegeneration.
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Table 1. Results of the NTA. General statistics of (A) purified EVs from the 7 different fractions (IIT
to IX) of the sucrose density gradient (n=3) and (B) purified EVs from the EV-enriched pool (V to VII
fractions) or from the EV-deprived pool (111, IV, VIII and IX fractions) (n=6).

A M Total
. ode Mean .
Conditions (nm) (nm) concentration
(EVs/mL)
] 168 +22 | 200+9 |2E+11 + 1E+11
v 163+9 | 204 +8 |3E+11 +8E+10
\'/ 158 + 12 | 215+ 17 | 2E+11 + 2E+11
\'A! 182+7 | 238+8 |7E+11 + 2E+11
Vil 151 +10| 224 +8 |1E+12 + 4E+11
Vil 136 +5 | 206 + 20 [3E+11 + 2E+11
IX 134 + 19| 208 + 19 |1E+11 £ 5E+10
B Mode Mean Tofal Quantity per mg of
Conditions (nm) (nm) concentration brain tissue (n)
(EVs/mL)
Pool V-VI-VII 153+ 10| 221 + 14 |6E+10 £ 3E+10| 3E+08 + 1E+08
Pool II-LIV-VIII-IX (153 +27 | 191+5 [4E+10 +3E+10| 2E+07 + 7E+07

Morphological effects of MPSIIIB-EVs uptake by primary cortical neurons

To further explore the neuronal reaction to the cargo transmitted by brain EVs, we
exposed primary cortical neurons isolated from WT mouse pups (PO-P1) to MPSIIIB-EVs or
WT-EVs isolated from mice at one month, 4 months and 8 months of age (1.25x10° EVs/mL)
every 24 hours for 72 hours (Fig. STA).
For the following results we therefore have six different groups of EVs, isolated from either
WT-brains (1mo-WT-EVs, 4mo-WT-EVs and 8mo-WT-EVs) and MPSIIIB-brains (1mo-
MPSIIB-EVs, 4mo-MPSIIIB-EVs and 8mo-MPSIIIB-EVs).

At DIV10, following the treatment of neurons with EVs and before total RNA extraction, we
checked, the integrity of neuronal networks by phase contrast optical microscopy. We observed
that neurons exposed to WT-EVs at different ages showed similar morphology as neurons from
control condition. We could even observe that the neuronal extensions seem to be thicker in
neurons treated with WT-EVs. The morphology of neurons treated with 1mo-MPSIIIB-EVs
and 4mo-MPSIIIB-EVs was also similar to that of control neurons, but we noted an increase in
soma clustering, leading to spheroid formations. In contrast, treatment with 8mo-MPSIIIB-EVs
showed a major fragmentation of neuronal extensions and an increase of the amount of cellular
debris, similarly to neurons treated with culture supernatant (depleted in EVs) from MPS III

GAG-activated microglia (positive control condition) (Fig. S1B).
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Fig. S1. Transmitted light microscopy of primary cortical neurons treated with WT- or MPSIIIB-
EVs isolated from mice brains at different stages of the disease.

(A) A diagram showing the experiment scheme for chronic exposure of neurons to EVs and the time
points for optical imaging quality control and total RNA extraction. (B) Representative wide-field
zoomed images (10X objective) showed that neuronal extensions were decreased after neurons had been
treated for 72h (DIV10) with 8mo-MPSIIIB-EVs or exposed to BV-2 microglia murine cell line
supernatant after activation with pathologic GAGs from MPS III patient (positive control) when
compared to treatment with MPSIIIB-EVs isolated from younger mice or WT-EVs and negative control

condition (vehicle only, CTL). Scale bar = 50 um.

Transcriptomic analysis of neurons treated with WT-EVs or MPSIIIB-EVs

Quality control of RNAs and RNA sequencing experiment

Total RNA was extracted from the primary cortical neurons obtained after treatment
with WT-EVs or MPSIIIB-EVs and for the next results we will name them respectively WT-
neurons and MPSIIIB-neurons (see Table S1 for sample ID and experimental details). The total

RNA quantity ranged from 110.75 to 498.6 ng (Fig. S2A). Electrophoresis of the extracted
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Table S1. Samples metadata

sample condition month genotype rep!lcif sequencing
1mo-WT _1 WT_1m 1WT 1 1
1mo-WT _1bis WT_1m 1WT 1 2
1mo-WT_ 3 WT_1m 1WT 3 1
1mo-WT 4 WT_1m 1WT 4 1
1mo-WT _4bis WT_1m 1WT 4 2
{1mo-wr 5 WT_1m 1 WT 5 1
4mo-WT _1 WT_4m 4 WT 6 2
4mo-WT 5 WT_4m 4 WT 7 2
4mo-WT_6 WT_4m 4 WT 8 2
4mo-WT 7 WT_4m 4 WT 9 2
8mo-WT_1 WT_8m 8 WT 1 1
8mo-WT_1bis WT_8m 8 WT 1 2
8mo-WT_3 WT_8m 8 WT 3 1
|8mo-WT 4 WT_8m 8 WT 4 1
|8mo-WT _4bis WT_8m 8 WT 4 2
|8mo-WT_5 WT_8m 8 WT 5 1
1mo-MPSIIIB_1 MPS_1m 1 MPS 1 1
| 1mo-MPSIIIB_1bis |MPS_1m 1 MPS 1 2
1mo-MPSIIIB_3 MPS_1m 1 MPS 3 1
1mo-MPSIIIB_4 MPS_1m 1 MPS 4 1
1mo-MPSIIIB_4bis |[MPS_1m 1 MPS 4 2
1mo-MPSIIIB_5 MPS_1m 1 MPS 5 1
| 4mo-MPSIIIB_1 MPS_4m 4 MPS 6 2
|4mo-MPSIIIB_5 MPS_4m 4 MPS 7 2
|4mo-MPSIIIB_6 MPS_4m 4 MPS 8 2
4mo-MPSIIIB_7 MPS_4m 4 MPS 9 2
8mo-MPSIIIB_1 MPS_8m 8 MPS 1 1
|8mo-MPSIIIB_1bis |MPS_8m 8 MPS 1 2
8mo-MPSIIIB_3 MPS_8m 8 MPS 3 1
8mo-MPSIIIB_4 MPS_8m 8 MPS 4 1
8mo-MPSIIIB_4bis |MPS_8m 8 MPS 4 2
8mo-MPSIIIB_5 MPS_8m 8 MPS 5 1

RNA showed that the samples were of good quality, as revealed by the RNA Integrity Number
(RIN) above 8.0 for all RNAs samples (Fig. S2A and B). Also, the processing of libraries was
efficient, as represented by the expected large peak comprised between 200 and 700 bp (Fig.
S2C). The total reads obtained from RNA sequencing ranged from 37 to 66 millions of raw
sequences and the mappable reads used for alignment were normalized for each biological
replicates (1mo-, 4mo-, 8mo-WT-neurons and 1mo-, 4mo-, 8mo-MPSIIIB-neurons) (Table S2).
RNA sequencing PCA revealed that samples clustered regarding biological replicates (1, 3, 4,
5,6, 7,8 and 9) (Fig. S3A) so the batch effect was statistically corrected allowing samples to
cluster regarding the genotypes (Fig. S3B).

Differential expression analysis
RNA sequencing identified a total of 16899 mRNAs. However, differential expression analysis
(DEA) when applying a student t-test, revealed a low number of mRNAs with
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Fig. S2. Quality check of RNA samples from primary cortical neurons treated with Brain-EVs.

(A) Before sequencing, total RNA was quantified using a Qubit Fluorometer (Invitrogen). (B) A
representative electrophoresis profile of total RNA, showing the presence of small RNAs (< 200 bp),
mRNAs and rRNAs. Peaks from left to right: lower marker, ribosomal 18S and 28S rRNAs. (C) A
representative electrophoresis profile of libraries, showing that the major peak is present between 200
and 700 bp. Peaks from left to right: lower marker, libraries, upper marker. (B-C) Profiles were

evaluated on an Agilent 4150 TapeStation.

expression levels statistically different (i.e. a log2 |fold-change| > 1 and adjusted p-value <0.05)
when comparing WT and MPS IIIB conditions for one-month and eight-months stages, and no
difference for the four-months stage. Using unsupervised hierarchical clustering of these 15
differentially abundant mRNAs for the one-month condition, we observed that a group of 11
mRNAs was upregulated and a group of four mRNAs was downregulated in MPSIIIB-neurons,
relative to WT-EVs (Table 2A and Fig. 2A). For the eight-months conditions, among the 12
differentially expressed mRNAs, three were upregulated and nine were downregulated in
MPSIIIB-neurons, relative to WT-EVs (Table 2B and Fig. 2B). The criteria used for the DEA
did not allow us to realize a functional enrichment analysis, so we decided to perform a gene
set enrichment analysis (GSEA) to explore the biological pathways affected by the neuronal
uptake of MPSIIIB-EVs.
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Table S2. Number of reads and percentage of different types of RNA from each EV sample.

The data were processed using nextflow nf-core/RNAseq pipeline (version 3.2).

Raw total
Sample Sequencing sequences Reads mapped

1mo-WT_1 1 44799995 44799995
1mo-WT_3 1 48370550 48370550
1mo-WT_4 1 38818635 38818635
1mo-WT_5 1 49358197 49358197
1mo-WT_1bis 2 64656857 64656857
1mo-WT_4bis 2 52648666 52648666
4mo-WT_1 2 62473785 62473785
4mo-WT_5 2 65169529 65169529
4mo-WT_6 2 71033530 71033530
4mo-WT_7 2 59016282 59016282
8mo-WT_1 1 44037750 44037750
8mo-WT_3 1 47184550 47184550
8mo-WT_4 1 43539362 43539362
8mo-WT_5 1 44347587 44347587
8mo-WT_1bis 2 60802515 60802515
8mo-WT_4bis 2 63022150 63022150
1mo-MPSIIIB_1 1 37934956 37934956
1mo-MPSIIIB_3 1 44834210 44834210
1mo-MPSIIIB_4 1 45886181 45886181
1mo-MPSIIIB_5 1 45056577 45056577
1mo-MPSIIIB_1bis 2 55489602 55489602
1mo-MPSIIIB_4bis 2 64550828 64550828
4mo-MPSIIIB_1 2 48954783 48954783
4mo-MPSIIIB_5 2 59489371 59489371
4mo-MPSIIIB_6 2 55694058 55694058
4mo-MPSIIIB_7 2 54165886 54165886
8mo-MPSIIIB_1 1 31383076 31383076
8mo-MPSIIIB_3 1 40490895 40490895
8mo-MPSIIIB_4 1 49156016 49156016
8mo-MPSIIIB_5 1 42351393 42351393
8mo-MPSIIIB_1bis 2 45042788 45042788
8mo-MPSIIIB_4bis 2 66587672 66587672

Gene set enrichment analysis

GSEA allowed us to identify GO biological process (GOBP) families (Fig. 3) and
KEGG pathways (Fig. 4) modulated by exposure of neurons to EVs.
First, neurons treated with 1 month-MPSIIIB-EVs presented upregulated mRNAs that were
involved in GOBP related to oxidative phosphorylation (i.e. GO:0015986; proton motive force-
driven mitochondrial ATP synthesis, GO:0006119; oxidative phosphorylation, GO:0010257;
NADH dehydrogenase complex assembly, GO:0032981; mitochondrial respiratory chain
complex I assembly) and protein synthesis (i.e. GO:0002181; cytoplasmic translation,
G0:0009201; ribonucleoside triphosphate biosynthetic process, GO:0140241; translation at
synapse) (Fig. 3A). In addition, when interrogating KEGG database, we also found the
Ribosome KEGG pathway (mmu03010) and oxidative phosphorylation (mmu00190).

Additionally, we identified Thermogenesis (mmu04714) and Chemical carcinogenesis —
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Fig. S3. Principal component analysis on RNAseq samples from 1mo-, 4mo- and 8mo-neurons.

The results of a principal component analysis of neurons treated with different types of EVs, showing
that before correction of the batch effect (A) samples clustered regarding the biological replicates (1, 3,
4,5, 6,7, 8 and 9) and after correction of the batch effect (B) samples clustered regarding genotype
(WT, point and MPS, triangle). Graphs from top to bottom : RNAseq samples of neurons treated with

Imo-EV, 4mo-EV and 8mo-EV. n=4 biological replicates for each condition.

reactive oxygen species (mmu05208) as upregulated in 1mo-MPSIIIB-neurons, both KEGG
pathways could be associated to mitochondrial activity (Fig 4A and C).
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Fig. 2. Differential expression analysis of mRNAs from neurons treated with WT-EVs vs.
MPSIIIB-EVs.

A heat map generated in a quantitative differential expression analysis (DESeq2) of mRNAs present in
neurons, as a function of the MPSIIIB-EVs treatment. Neural RNAs were extracted after treatment with
WT-EVs (WT.) or MPSIIIB-EVs (MPS.) isolated from mice brains aged of (A) one-month (.1mois) or
(B) eight-months (.8mois). Log2 fold-change, using RNA sequencing quantified and normalized CPM.
The adjusted p-value was determined in an ANOVA performed on the R tool with the DESeq2 package.
The heat colors were scaled for each marker (high expression in red; low expression in blue). n=4

biological replicates for each condition.

Table 2. List of mRNAs expressed differentially when comparing MPSIIIB-neurons and WT-
neurons.
(A) The 15 mRNAs differentially expressed in the one-month condition and (B) the 12 mRNAs

differentially expressed in the eight-months condition are ranked by adjusted p-value.

A GENEID ~ GENENAME ' pvalue i
|ENSMUSG00000065947 |mt-Nd4l 0,78  4,72E-08]  0,00055|
|ENSMUSG00000024451 |Arap3 -2,03|  6,85E-08 0,00055 |
|ENSMUSG00000075053 | Vdac3-ps1 2,28 543E-07|  0,00290|
|ENSMUSG00000050122 |Vwa3b 1,36 1,73E-06 0,00692 |
|ENSMUSG00000079523 | Tmsb10 0,68 501E-06|  0,01375|
|ENSMUSG00000061808 | Ttr -0,46|  5,16E-06 0,01375
|ENSMUSG00000018427 | Ypel2 0,60  6,14E-06 0,01404 |
|ENSMUSG00000035314 |Gdpd5 -0,53|  7,54E-06 0,01509 |
|ENSMUSG00000054455  |Vapb 1 0,47 1,58E-05|  0,02810
|ENSMUSG00000035047 | Kri1 0,75 2,12E-05 0,03390 |
|ENSMUSG00000064341 |mt-Nd1 0,51 2,73E-05 0,03973|
|ENSMUSG00000096370 |Gm21992 0,80,  3,22E-05 0,04118|
ENSMUSG00000054428 | Atpif1 0,66 3,35E-05/  0,04118
|ENSMUSG00000032648 |Pygm -0,48|  3,78E-05 0,04322
|ENSMUSG00000102070 |Gm28661 0,46 4,66E-05 0,04974 |

B GENEID GENENAME lo; pvalue I
|ENSMUSG00000022558 |Mroh1 | 0,44| 8,75E-09/  0,00012
EN 3671 |Dpy1913 0,55 591E-07  0,00403

NSMUSG 55 |Cav1 -1,14|  2,67E-06 0,00911|
|ENSMUSG00000024330 |Col11a2 -1,23|  2,03E-06 0,00911|
|ENSMUSG00000032554 | Trf Il -0,89|  3,56E-06  0,00971)

|ENSMUSG00000026879  |Gsn ! -0,44|  7,45E-06|  0,01525
|ENSMUSGO00000031639 | TIr3 0,90  7,84E-06]  0,01525
|ENSMUSG00000002602 | AxI 0,55/ 1,17E-05  0,01984|
ENSMUSG00000017390 |Aldoc -0.43| 1,41E-05 0,02139

|ENSMUSG00000020865 | Abcc3 1,04]  368E-05  0,04556
|ENSMUSG00000026473 | Glul 0,36 3,47E-05  0,04556
{ENSMUSG00000050315  |Synpo2 -0,50/  4,32E-05  0,04902]
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Interestingly, we found that, in contrast, in neurons exposed to 8mo-MPSIIIB-EVs this

Ribosome (mmu03010) KEGG pathway is downregulated (Fig. 4B and D).

In Imo-MPSIIIB-neurons we also found that GOBP involved in inflammation were all
downregulated (i.e. GO:0009617; response to bacterium, GO:0002252; immune effector
process and GO:0045087; innate immune response) (Fig. 3A). These specific innate immunity
GOBP families were also suppressed in neurons treated with 4mo-MPSIIIB-EVs, in addition
to Inflammatory response (GO:0006954) (Fig. 3B). None of GOBP families related to immune

system were identified in neurons treated with 8mo-MPSIIIB-EVs.

Fig. 3. Neuronal functional enrichment in gene ontology families after gene set enrichment
analysis of mRNAs from neurons treated with WT-EVs vs. MPSIIIB-EVs.

(A) Significant gene ontology (GO) biological process families activated (left panel) or suppressed (right
panel) in 1mo-MPSIIIB-neurons. (B) Significant gene ontology (GO) biological process families or
suppressed in 1mo-MPSIIIB-neurons. (A-B) GO families were ranked by their adjusted p-value. Each
GO is shown as a circle, with the color representing the adjusted p-value, the size corresponds to the

number of genes, and the X axis represents the gene ratios.
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Fig. 4. Neuronal functional enrichment in KEGG biological pathways after gene set enrichment
analysis or differential expression analysis of mRNAs from neurons treated with WT-EVs vs.
MPSIIIB-EVs.

(A) Significant KEGG pathways activated in 1mo-MPSIIIB-neurons. (B) Significant KEGG pathway
suppressed in 8mo-MPSIIIB-neurons. (C-D) Representative profiles of our gene set size founded in
KEGG pathway, including genes present in the core enrichment defined by a high increase of the
running enrichment score showed by the green curve. (E) KEGG pathways activated in 1mo-MPSIIIB-
neurons and suppressed in 8mo-MPSIIIB-neurons using DEA gene list with a p-value <0,05. (A, B and
E) KEGG pathways were ranked by their adjusted p-value (A, B) or -logl0 FDR (E). Each KEGG is
shown as a circle, with the color representing the adjusted p-value (A, B) or -logl0 FDR (E), the size

corresponds to the number of genes, and the X axis represents the gene ratios.

Very interestingly, in 1mo-MPSIIIB-neurons we also identified activated KEGG
pathways related to neurodegenerative diseases (i.e. mmu05012, Parkinson disease;
mmu05020, Prion disease; mmu05016, Huntington disease; mmu05010, Alzheimer disease and
mmu05014, Amyotrophic lateral sclerosis) and to Endocannabinoid system (i.e. mmu 04723,

Retrograde endocannabinoid signaling) (Fig. 4A and C).

Finally, as we found only one biological pathway (Ribosome) altered in 8mo-MPSIIIB-
neurons following the GSEA, we tried to query the STRING database using our DEA gene list
using a p-value < 0,05. We found an interesting KEGG pathway, Proteoglycans in cancer
(mmu05205) that was downregulated and most of the gene targets were located in the pathway
specific to heparan sulfate. When using DEA gene list and STRING tool for 1mo-MPSIIIB-
neurons, we were able to confirm all the KEGG pathways identified using GSEA.

Discussion

The onset of neuroinflammation in MPS IIIB due to HSOs accumulation is largely
described and mainly attributed to microglia. But the mechanisms responsible for its spreading
and the gliosis enhancement also involving astrocytes, still need to be elucidated. This chronic
neuroinflammation and damages that it provokes are one of the major causes at the origin of

neurodegeneration. It is well known in adult neurodegenerative diseases that EVs are key
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players in the propagation of pathological content and participate to the transmission of

neuroinflammation, but the role of EVs in MPS IIIB has never been investigated.

EVs are biological tools widely used to study the reflect of cells specific states. Their
ability to transfer to recipient cell a complex molecular cargo offers the possibility to explore
ex vivo intercellular communication.

Our first study reveals that EVs derived from an in vitro model of MPS III microglia transport
cargo specifically related to the pathophysiology, and that their uptake by primary cortical
neurons impair neurite growth. Yet we need to learn more about neuronal functional response.
Here, to evaluate the involvement of EVs in the pathophysiology of MPS IIIB we choose to
isolate EVs from mice brains at different stages of the disease and to study the neuronal

transcriptional signature after their exposure to these different types of EVs.

MPS IIIB-EVs form early stage induce an adaptative response to stress by neurons

The first finding highlighted by this transcriptomic analysis, is that MPS IIIB-EVs from
early stage induce in neurons an upregulation of oxidative phosphorylation process, from the
increase of respiratory chain complex assembly to ATP biosynthesis. In fact, mitochondria are
highly represented in neurons, which are high energy demanders, as ATP production and
homeostasis functions are crucial to an efficient neurotransmission (4,5).

Moreover, ATP is mandatory for a lot of vital cellular processes such as protein
synthesis, and we found in our study an increase of genes belonging to the ribosome KEGG
pathway, translating an increase of ribosomal subunits mRNA expression. Therewith we
observe in both presynaptic and postsynaptic compartments an increase of translation at
synapse processes. It has been shown that ribosomes are highly located in synapses where they
perform local protein synthesis which is essential for neurotransmitter biogenesis and release
or synaptic plasticity (6). To regulate neurotransmission, the retrograde endocannabinoid
signaling has been described to enhance protein synthesis through mTOR signaling. Very
interestingly, it could be a part of the translation boost revealed in our model as the retrograde

endocannabinoid (7).

Although KEGG pathways in neurodegenerative diseases and genes involved in are
upregulated, most of them should be downregulated to lead to neurodegeneration.
Actually, common to all neurodegenerative diseases pathways (i.e. Alzheimer’s, Parkinson’s,

Huntington’s, Prion’s and Amyotrophic Lateral Sclerosis) found in our analysis, there is an
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increase of a-tubulin and B-tubulin subunits mRNAs. A study shows that local protein synthesis
is also useful for dendritic growth (8). In our model, because of stress content delivered by MPS
IIIB-EVs, we could hypothesize that neurons should increase their translation to reorganize
their prolongments and synthetize new tubule proteins. Also, good neuronal network is essential
to neurotransmission and for this, ribosomes need as well as mitochondria to be transported
along microtubules to reach terminations (9).

Additionally, we found an upregulation of PSMs proteasome subunits and ubiquitin
mRNAs. In MPS IIIC, ubiquitin material accumulation has been reported but was concomitant
with proteasome defects (10). Here, as we are studying wildtype neurons (i.e. with an efficient
Naglu enzyme and without HSOs accumulation) treated with pathogenic MPS IIIB-EVs, we
could suppose that neurons initiate degradation of aggregated proteins drove by EVs (11). But
if this EV-message could lead to this adaptative response by a well-developed neuron, we may
think that in an MPS IIIB brain even if the neurodegeneration occurs in late stages, EV-cargo
could be warning signs of disease (12).

Otherwise, we found in these neurodegenerative pathways mRNAs of enzymes
producing reactive oxygen species (ROS). On one hand, it is known that ROS are a byproduct
of oxidative phosphorylation and when mitochondrial activity is increased, this could lead to
deleterious oxidative stress (13). On the other hand, we know that in MPS IIIB, oxidative stress
is increasing independently of neuroinflammation, and that ROS products are massively
secreted by all brain cells but mostly neurons due to their high number of mitochondria, and
maybe this could be through EVs secretion (14). In our model we also note the induction of
NADH dehydrogenase complex assembly biological process, which is targeting superoxide
ions and reduce them, underlying once again active processes ran by neurons to fight against

MPS IIB-EVs (15).

MPS IIIB-EVs form early and intermediate stages induce feedback response to
neuroinflammation by neurons

Quite surprisingly, neurons treated with one- and four-months MPSIII-EVs show
decreased biological processes in immune response. As described, neuroinflammation is central
in MPS IIIB pathophysiology (12,16,17), and inflammatory molecules are often transported by
EVs, as shown in our first study on MPS III microglial-EVs and by others groups working in

adult neurodegenerative diseases (18,19).
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The processes downregulated are related to inflammatory response, cytokine production, LPS
response and TLR4 signaling and even if the neuron is not an immune hyperactive cell, it still
has defense system and able to induce TLR4-NFkB-NLRP3 signaling pathway (20,21).

We investigated genes involved in these GOBP families and we found that most of them are
pro-inflammatory receptors. As reported in recent study, we can hypothesize that neurons send
negative feedback to inflammation propagated by EVs, by downregulating the transcription of
their inflammatory receptors, produce anti-inflammatory cytokines, and inhibit the signaling.
Moreover, this study shows that EVs-derived from neurons spread anti-inflammatory content

and regulate the microglia pro-inflammatory activity (22).

MPS IIIB-EVs form late stage impair neuronal survival

In contrast to findings in neurons treated with one-month MP SIIIB-EVs, those exposed
to eight-months MPS IIIB-EVs showed a downregulation of ribosome KEGG pathway.
Interestingly, almost all of the genes included in this pathway are the same found upregulated
in the one-month condition. Consistent with neuronal imaging showing the decrease of neural
network area, we could assume that due to MPS IIIB-EVs treatment, neurons no longer
synthesize proteins and start neurodegeneration as reported in mouse model at this stage of the
disease (12,23).

According to our result, KEGG proteoglycans in cancer pathway is downregulated in

neurons and very interestingly, most of these genes are located on the specific HSPGs pathway
leading in both downregulation of PI3K/AKT and MAPK/ERK signaling and finally to the
decrease of cell survival (24).
Downregulation of HSPGs signaling suggests the presence of HSOs in MPS IIIB-EVs, maybe
also attached to HSPGs in the coronary compartment of EVs, which those could be also already
full of HSOs chains (25,26). Furthermore, it is well known that HSPGs are essential for EVs
biogenesis and internalization (27,28). As MPS IIIB-EVs may transport accumulated HSOs,
the neuron could physically stop their uptake or their spreading thought de novo EVs synthesis,
by downregulating the translation and expression of HSPGs at the plasma membrane.

Finally, HSPGs is known as TLR4 co-receptor and can also mediate neuroinflammation
by their own (29,30). In response to the massive pro-inflammatory cargo from MPS IIIB-EVs
and consistently with the advanced neuropathology, decrease of HSPGs expression may be the

last feedback sent by neurons for their survival.
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Conclusion

Taking together, these results following transcriptomic analysis of primary cortical
neurons treated with MPS IIIB-EVs isolated at different stage of the disease revealed that EVs
participate to the spreading of the disease maybe thought the transport of inflammatory and
oxidative content as it has been already described. Also, we are convinced that they propagate
HSOs, although this remains to be confirmed. Furthermore, MPS IIIB-EVs drive specific
content and induce effects according to the evolution of the disease highlighting the fact that

EVs could be good surrogate markers for monitoring gene therapy efficiency.
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Material and Methods

Mouse models

Mouse experiments were performed by authorized investigators and were in compliance with
the guidelines of the European Union (2010/63/EU) and the French Committee of Ethics
(87/848) policies and with the specific approval from the local ministry-approved committee
on ethics in animal experimentation (Ethics Committee UMS006 CEEA-122, projects APAFIS
#28713-202012151508886 v2 and PI-U1291-JA-37). C57Bl/6JN?elv"- MPSIIIB mice for brain
collection were obtained from Professor E. Neufeld (UCLA, Los Angeles, CA) (31). C57B1/6]
mice for primary cortical neurons culture were purchased from Charles River Laboratories
(Saffron Walden, UK). Housing, care, coupling and gestation were performed in the US
006/CREFRE INSERM/UPS - Service de production Rangueil and Zootechnie
Expérimentation Purpan animal facility (Toulouse, France).

MPSIIIB mouse model has been described previously (31,32) and C57BL/6JN2¢"" mutant and
C57BL/6JN"*/* embryos were identified by PCR on DNA from tail clippings.

Brain collection

Brains were isolated from mice at 1, 4 or 8 months (see Table 1). Before brain collection, in
order to remove all the blood in brain vessels mice were perfused intracardially with 0,9% NaCl
for 10 min with a peristaltic pump. Brains were extracted from the cranial cavity, cerebellum
and brain stem was removed. Hemispheres were separated, placed in collection cryotube, and

quickly frozen in liquid nitrogen. All brains used were cryopreserved at -80°C.

Isolation and characterization of EVs from brain tissue

Isolation of EVs

Procedures were adapted from references (1,33,34), according to International Society for
Extracellular Vesicles guidelines (2) (see Fig. 1A for a detailed diagram of the experiment
scheme for ultracentrifugation).

For each EV purification, 1/3 of one hemisphere (representing approximately 50 mg) was
collected and must contain cortical layers and subcortical areas including basal ganglia. Tissues
were sliced in cold Hibernate E medium (Fisher Scientific) with scalpel in 1 mm sections before
incubation for 15 min at 37°C in a mix of 15% ultrapure water and 85% Hank's balanced salt

solutions (HBSS, Sigma) containing 20U of papain (Sigma). The lysis reaction was stopped by
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adding 1:1 cold Hibernate E medium and the homogenate was gently dissociated in and then
filtered on 40 pum sterile cell strainer.

Suspensions were centrifuged at 4°C in 50 mL or 15 mL centrifuge tubes (Falcon) with a 5§10R
centrifuge and an A-4-81 rotor (Eppendorf) and in 13.2 mL polyallomer Ultra Clear
ultracentrifuge tubes (Beckman Coulter) with an Optima XPN-80 ultracentrifuge and an SW
41 Ti Rotor (Beckman Coulter) at maximum acceleration and brake, except for sucrose gradient
density for which the acceleration was set at 5 and with no brake.

To pellet the cells, conditioned medium was centrifuged at 300 x g for 10 min at 4°C (yielding
the 0.3K pellet). Supernatant was centrifuged at 2,000 % g for 10 min at 4°C (yielding the 2K
pellet), transferred to ultracentrifugation tubes, and ultracentrifuged first for 10 min at 10,000
x g (yielding the 10k pellet) before 0.2 um filtration of the 10K supernatant and then for 70 min
at 140,000 x g (yielding the 140k pellet). The 140k pellets were resuspended in 0.475 M sucrose
(Sigma) diluted in PBS 1X (Eurobio). Sucrose density gradient was manually created in 13.2
mL polyallomer Ultra Clear ultracentrifuge tube with steps starting from 2.0 M to 1.5 M, 1.0
M, 0.825 M, 0.65 M, and 0.475 M (corresponding to approximately from 1.28 to 1.06 g/cm?)
containing the resuspended pellet. The gradient was ultracentrifuged for 20 h at 200,000 x g at
4°C yielding 7 fractions (numerated from III to IX) with corresponding to interphases between
the different density.

For characterization, each fraction was diluted in PBS in 13.2 mL polyallomer Ultra Clear
ultracentrifuge tube and ultracentrifuged for 90 min at 140,000 x g at 4°C.

For neuron treatments, V to VII fractions were pooled and diluted in PBS 1X in 13.2 mL
polyallomer Ultra Clear ultracentrifuge tube and ultracentrifuged for 90 min at 140,000 x g at
4°C.

All EV preparations used were cryopreserved at -80°C in sterile (0.22 pm filtered) PBS
containing 25 mM trehalose (35,36). The EV concentration per mL was quantified by NTA.

NTA

The size distribution and particle concentrations of EV preparations were analyzed using a
NanoSight NS300 NTA system (Malvern Panalytical) equipped with a blue laser (488 nm, 70
mW), a CMOS camera (Hamamatsu Photonics), and a syringe pump. EV preparations were
resuspended in 100 pL of sterile, filtered PBS containing 25 mM trehalose and stored at -80°C
before the NTA experiment. Next, the EV preparations were diluted 1:1000 in filtered PBS for
the measurement of 20-100 particles/frame under all conditions, injected at a speed of 30

arbitrary units into the measurement chamber. The EV flow was recorded during triplicate
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measurements of 60 s each, at 20°C. The data acquisition settings were the same in all
experiments, with the camera level set to 9-11, the screen gain set to 7, and the threshold set to
3-4. Data from at least three different experiments were analyzed with NTA 3.2 software

(Malvern Panalytical).

Transmission Electron Microscopy (TEM)

EV preparations were resuspended in 100 mM Tris-HCI and stored at 4°C for 24h at most
before the TEM experiment. The EV samples were prepared for TEM in a conventional
negative staining procedure. Briefly, 10 uL of EV samples were absorbed for 2 min on formvar-
carbon-coated copper grids previously ionized using the PELCO easyGlow™ Glow Discharge
Cleaning System (Ted Pella Inc., Redding, CA, USA). Preparations were then blotted and
negatively stained with 1% uranyl acetate for 1 min. Grids were examined using an 80 kV JEM-
1400 electron microscope (JEOL Inc., Peabody, MA, USA), and images were acquired with a
digital camera (Gatan Orius, Gatan Inc., Pleasanton, CA, USA).

Protein extraction

EV preparations and 0.3K, 2K and 10K pellets were lysed in RIPA lysis buffer 1X (Sigma)

supplemented with protease inhibitor cocktail (Roche) for 20 min on ice, centrifuged at 18,500

x g for 15 min, and stored at -20°C before western blotting experiments.

Western blotting

The protein concentration in cell lysates was assayed using a BCA gold kit (Life Technologies).
Proteins were denatured (or not) in Laemmli buffer under reducing conditions (5% pB-
mercaptoethanol) and then heated for 5 min at 95°C. 5 pg of proteins from 0.3K, 2K and 10K
pellets or a third of the EV protein extract were loaded onto 4—-15% Mini-PROTEAN® TGX™
Precast Protein Gels (Biorad) in Tris-glycine buffer for electrophoresis at constant amperage
(20 mA per gel) for 1h. Proteins were electrotransferred onto nitrocellulose membranes using
the trans-blot turbo transfer system (constant voltage: 25V, maximum amperage: 1 A; 30 min,
Biorad) and membranes were blocked with Tris-buffered saline containing 0.1% Tween 20
(TBST), 5% milk, or bovine serum albumin (BSA) for 2h at room temperature. Membranes
were then incubated with primary antibodies in TBST containing 5% milk or BSA overnight at
4°C, followed by incubation with secondary antibodies for 1h at room temperature (see Table

2 for antibody dilutions and blocking conditions). Membranes were washed five times in TBST
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for 5 min after each incubation step and visualized using the Chemidoc XRS+ Imaging System

(LI-COR Biosciences). None of the membrane was stripped.

Culture and treatment of primary cortical neurons

Dissociation and culture of primary cortical neurons

Primary cortical neurons were prepared from newborn C57BL/6J mice, using a protocol
adapted from (37) as previously described (ref Dias et al). Briefly, the neocortices were isolated
from pups on day 0-1 and after dissociation the cells were filtered through a 4% BSA cushion
by centrifugation, and seeded at a density of 500000 cells/well in 12-well plates. The plates had
been coated with 1 mg/mL poly-D-lysine (Merck).

Treatment of neurons with mouse brain EVs

Primary cortical neurons were maintained for 7 days (DIV 7) before EV treatment at 37°C in
5% CO2 and cultured in serum-free Neurobasal medium (Life Technologies) supplemented
with 1.2% GlutaMAX-I (Life Technologies), 1.2 U/mL of penicillin, 1.2 pg/mL streptomycin,
and 2% B-27 supplement (Life Technologies). Neurons were treated from DIV 7 to DIV 9 with
1.25 x 10° EVs per well or with vehicle every 24h for 72h (see Table 2).

Cells were detached from wells (3 for each condition) and pooled before centrifugation at 400

x g for 10 min at 4°C and total RNA was directly extracted.

Transmission microscopy

All the neurons’ purifications and treatments were followed and imaged using an Invitrogen
EVOS M5000 (Thermofisher, Waltham, MA, USA) phase contrast optical microscope, with a
10X wide field objective.

RT-qPCR and small RNA sequencing
RNA extraction

For RNA sequencing and RTqPCR of miRNAs, total RNAs from brain tissues, cell lysates and
EV preparations were extracted using the miRNeasy Tissue/Cells Advanced Micro Kit
(QIAGEN), according to the manufacturer’s instructions. The purified RNAs were eluted into
20 pL nuclease-free water, quantified using Nanodrop 2000 spectrophotometer (ThermoFisher

Scientific), and stored at —80°C until analysis.
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RT-gPCRs of miRNA
For miRNAs, RT and amplification was performed using miRCURY LNA SYBR Green PCR

Kit (QIAGEN), according to the manufacturer’s instructions. For RT, a synthetic RT spike-in
internal control (UniSp6) was added, and reactions were incubated in a thermocycler for 60 min
at 42 °C and then 5 min at 95 °C to inactivate the reaction. Amplification of first-strand cDNAs
was performed on a LightCycler 480 Real-Time PCR system (Roche) in 96-well plates at 95
°C for 2 min and 45 cycles of 95 °C for 10 s and 56 °C for 60 s, followed by melting curve
analysis at 60-95 °C. The expression levels of the endogenous miRNAs and spike-ins were
examined using the miRCURY LNA miRNA PCR Assay (QIAGEN), using primers designed
for the Homo sapiens genome and validated for the Mus musculus genome (Table 3). Gene
expression—level differences were considered to be as statistically significant if they had a p-
value <0.05 in an ordinary one-way ANOVA. Four independent replicates were analyzed in
technical duplicates.

Additional controls were performed for each cDNA amplification: the assessment of
amplification efficiency, and the detection of possible primer dimerization via an analysis of
dissociation curves. The cycle threshold (Ct) value was determined as the number of PCR
cycles at which specific amplification of the target sequence occurred. A Ct >38 was considered
to be the background signal. The amount of cDNA was expressed as ACt, the difference
between the Ct measured for the amplification of the examined cDNA and the reference Ct
measured for the amplification of miR-103a-3p cDNAs. The fold change was expressed as
AACt, which is the difference between the ACt in the treated condition and the ACt of the

control condition.

Library preparation and RNA sequencing

RNA was quantified using the Qubit RNA HS Assay Kit assay kit on the Qubit Fluorometer
(Invitrogen). The quality was evaluated on an Agilent 4150 TapeStation with the High
Sensibility RNA ScreenTape kit (Agilent). Each sample’s libraries were built with the [llumina
stranded total RNA Prep, Ligation with Ribo-Zero Plus (Illumina, 20040529) with ILMN RNA
UDI B Lig Index 96 idx 96 spl (Illumina, 20040554) according to the manufacturer’s
instructions, and quantified using the Qubit 1X dsDNA HS kit on the Qubit Fluorometer
(Invitrogen). All libraries were sequenced using a single-read strategy (400 million reads per
sample) on an NextSeq550 platform, with 300 cycles of the HighOutput flowcell (Illumina), a
read length of 2x150 bp, and dual indices of 10 bp, for a production of 25M reads/sample. Raw
data were converted to FASTQ files using bcl2fastq (v2.20).
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Bioinformatic analysis

Quantification of RNA expression

Raw sequencing reads were processed using the nf-core RNAseq pipeline v.3.9 developed
using Nextflow (38,39). Briefly, this pipeline trims adapters and removes low quality sequences
using Cutadapt v.3.4 wrapped with Trimgalore v.0.6.7 (40,41). Then, STAR v.2.7.10a (42)
aligns trimmed reads to the Mus Musculus GRCm39 assembly with annotation v.107 using
parameters

--outSAMstrandField intronMotif --quantTranscriptomeBan Singleend --runRNGseed 0
--twopassMode Basic --quantMode TranscriptomeSAM. Finally, Salmon v.1.5.2 (43)
quantifies reads with parameter --libType=ISR.

Differential Expression Analyses

Expressed genes were identified as genes with at least 10 raw counts for two samples of a same
condition. The R package DESeq2 v.1.40.2 was used to normalize and perform the differential
expression analyses (44). PCA performed on variance-stabilized counts shown a strong batch
effect between samples. This batch effect was corrected in two different ways depending on the
analyses.

For DEA between WT and MPS of a same month, one normalization was performed per month.
The design formula was set to ~ batch + condition. For DEA between samples from different
months, we used the sva package v.3.35.2. The number of surrogate variables was set to the
minimum required to correct for batch clustering in PCA, here 5. These 5 variables were then

added to the design formula of DESeq2 object.

Enrichment analyses

Enrichment analyses were performed with the R package clusterProfiler v.4.10.1 (45) on gene
sets from Gene Ontology (GO.db 3.18.0), KEGG (online version of 4th of April 2024),
Reactome (reactome.db 1.86.2) and Wikipathway (online version 20240410) databases. Gene
Set Expression Analyses were performed on gene list ranked by log2FoldChange extracted
from DESeq2 object. Over Representeation Analyses were performed on DEG defined as genes

with an adjusted p-value below 0.05.

Statistical analyses
All statistical tests were performed with GraphPad Prism software (version 10.1.0, GraphPad

Software LLC, San Diego, CA, USA). Intergroup differences were analyzed using an
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independent-sample T-test. The threshold for statistical significance was set to p<0.05, unless

otherwise stated. Data were expressed as the mean = SEM.

Table I : Characteristics of mice populations

Mouse code | Genotype | Sexe élgaeys) Phenotype

Imo-WT_1 | WT M 30 /

1Imo-WT_ 2 | WT F 30 /

1mo-WT 3 | WT M 32 /

1mo-WT 4 | WT M 33 /

1mo-MPS 1 | KO Naglu | M 31 Mild neuroinflammation

1mo-MPS_2 | KO Naglu | F 31 Mild neuroinflammation

1mo-MPS 3 | KO Naglu | M 40 Mild neuroinflammation

1mo-MPS 4 | KO Naglu | F 33 Mild neuroinflammation

4mo-WT_ 1 | WT M 120 /

4mo-WT_ 2 | WT M 124 /

4mo-WT 3 | WT M 120 /

4mo-WT 4 | WT M 122 /

4mo-MPS 1 | KO Naglu | M 116 Moderate neuroinflammation, neurotransmission defects
4mo-MPS_2 | KO Naglu | M 110 Moderate neuroinflammation, neurotransmission defects
4mo-MPS 3 | KO Naglu | M 116 Moderate neuroinflammation, neurotransmission defects
4mo-MPS 4 | KO Naglu | F 116 Moderate neuroinflammation, neurotransmission defects
8mo-WT 1 | WT M 243 /

8mo-WT 2 | WT M 254 /

8mo-WT 3 | WT M 254 /

8mo-WT 4 | WT M 254 /

8mo-MPS_1 | KO Naglu | F 276 Solél;?izi‘?en;;ﬁ;)zﬂammation, neurodegeneration, motor and
8mo-MPS_2 | KO Naglu | F 255 fohgl;:)iltlilvcende:cli;)llllelﬂammatlon, neurodegeneration, motor and
8mo-MPS_3 | KO Naglu | F 250 Solél;?izl‘?en:;ﬁ;);::ﬂammatlon, neurodegeneration, motor and
8mo-MPS_4 | KO Naglu | F 250 fohgl;:)iltlilvcende:cli;)llllelﬂammatlon, neurodegeneration, motor and

Table 2: Western blot antibodies

Antigen Host/target species Dilution | Supplier

ANXA2 Rabbit anti-human, mouse, rat, dog 1:500 Abcam (ab41803)

CDh9 Rabbit anti-human, mouse 1:2000 GeneTex (GTX55564)
CDS81 Mouse anti-mouse, rat, human 1:500 Santa Cruz (Sc-166029)
GM130 Mouse anti-rat, mouse, human, dog 1:500 BD Biosciences (610823)
Mouse-HRP Horse 1:2000 Cell Signaling (7076S)
Rabbit-HRP Goat 1:2000 Cell Signaling (7074S)
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Table 3: RT-qPCR primers

Target

Sequence

hsa-miR-103a-3p

5'-AGCAGCAUUGUACAGGGCUAUGA-3’ (YP00204063)

hsa-miR-100-5p

5'-AACCCGUAGAUCCGAACUUGUG-3’ (YP00205689)

hsa-miR-221-3p

5'-AGCUACAUUGUCUGCUGGGUUUC-3’ (YP00204532)

mmu-miR-155-5p

5'-UUAAUGCUAAUUGUGAUAGGGGU-3’ (YP02119303)

hsa-miR-146a-5p

5'-UGAGAACUGAAUUCCAUGGGUU -3’(YP00204688)

UniSp6

(YP00203954)
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3  DISCUSSION ET PERSPECTIVES

A ce jour, la mucopolysaccharidose de type Il demeure une maladie pédiatrique sévére
et mortelle. Bien que tous les genes soient connus et leurs anomalies moléculaires
identifiables, la MPS Ill reste difficilement diagnosticable et incurable. Evidemment la
recherche clinique reste la priorité et des efforts considérables sont mis en place dans le
développement de thérapies efficaces. Cependant elle nécessite un apport constant par la
recherche fondamentale en connaissances physiopathologiques, sans quoi la découverte de
traitements et d’outils de diagnostic et de suivi adaptés reste vaine. Car si cette maladie est
monogénique, elle conduit a une pléthore de conséquences cellulaires et moléculaires
nécessitant chacune notre considération. Ainsi, mon équipe et moi-méme nous sommes
intéressés au role des EVs dans le développement et I'évolution de la pathologie de la MPS lII.
Tant pour la pertinence que représente cet objet biologique dans la dissémination de contenu

pathologique riche et complexe que dans son utilisation en recherche translationnelle.

Lensemble de mes travaux de thése ont permis de démontrer, dans des modeles de
MPS I, que les EVs jouent un réle dans la progression de la neuropathologie. Et que le contenu
et les effets qui leur sont associés chez les neurones sont dépendants du stade d’évolution de
la maladie. Ces résultats descriptifs et fonctionnels sont les premiers sur des EVs dans le
contexte de la MPS Il et des MSLs neuropathiques ouvrent une perspective stimulante pour
la continuité de la recherche dans ce domaine. En effet, mon travail de thése pose aujourd’hui
de nombreuses hypothéses a élucider et de nouvelles voies a explorer, en suivant des

perspectives a plus ou moins long terme.

Altération de la morphologie neuritique et réponse adaptative du neurone

Premierement, j’ai vu que le contenu spécifique des MPS IlI-EVs provenant de microglie
activée par les GAGs de patients — qui pourrait s'apparenter a un modele inflammatoire aigu a
travers I'activation microgliale dépendante de la voie TLR4 — modifie la morphologie neuronale

et particulierement celle des dendrites. Par des cascades cellulaires a identifier, j'ai pu révéler
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par microscopie a fluorescence que les neurones présentaient des altérations déja observées
dans différents modeles in vivo de la MPS lll. Telle que 'augmentation du nombre de dendrites,
plus courtes, conduisant directement a une modification de larborisation dendritique
devenant moins ramifiée (Hocquemiller et al. 2010; Pard et al. 2021). Effectivement,
I'immunomarquage des dendrites est réalisé par MAP2 qui n’est autre qu’une protéine
stabilisatrice des microtubules et dont la diminution du marquage aurait un lien direct avec la
dépolymérisation de ces derniers.

Nous pourrions faire I’hypothése que I'augmentation du nombre de ces dendrites serait la
conséquence d’une atteinte du réseau neuronal induite par un stress, conduisant le neurone
a créer une multitude de nouveaux prolongements dans le but d’établir des connexions. Cette
croissance accrue de prolongements, pourrait expliquer 'augmentation de la surface des
somas que nous avons remarquée dans les neurones traités par les MPS llI-EVs. Cette
caractéristique a déja été décrite dans des modeles MPS IlIIB humain et canin traduisant une
accumulation de matériel et de vacuoles (Hamano et al. 2008; Harm et al. 2021). Dans notre
modele nous pouvons avancer que ce n’est pas causé par une augmentation de vacuoles LC3-
B+, puisque j’ai réalisé un immunomarquage qui n‘a pas montré de différence entre les
conditions (résultats non présentés). Nous pourrions également l'expliquer par une
augmentation du nombre de mitochondries dans le corps cellulaire (Seager et al. 2020). D’'une
part par une potentielle diminution du transport de ces mitochondries le long des
prolongements, puisque ceux-ci sont altérés et d’autre part par une augmentation de la
phosphorylation oxydative fournissant I'énergie nécessaire a cette croissance comme nous
avons l'avons observé dans les neurones traités par des MPS IlIB-EVs de souris de 1 mois (Lee
et al. 2018; Zaninello et Bean 2023). Cette phosphorylation oxydative serait directement liée
a la présence de ribosomes nécessaires a la synthese des protéines et qui pourraient aussi
participer a ce gonflement du soma (Hafner et al. 2019). Les résultats de transcriptomique
nous ont ouvert de nombreuses pistes que nous devons rapidement valider par des tests
fonctionnels, tels que la mesure de l'activité mitochondriale ou de synthese protéique. De
méme, il serait intéressant de caractériser I'arbre dendritique des neurones traités par des
MPS [lIB-EVs de souris de 1 mois, pour évaluer si 'augmentation de la phosphorylation
oxydative, de la traduction des protéines et de I'expression des mRNAs de sous-unités de

tubuline est directement liée a ces changements d’organisation des dendrites.
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Dans ce sens, j'ai aussi remarqué une augmentation du nombre d’épines dendritiques
immatures, et considérant la désorganisation dendritique, qui serait certainement liée a un
défaut de maturation des épines et traduisant une diminution de synaptogeneése, et in fine une
neurotransmission défectueuse (Pard et al. 2021). Je me suis intéressée a cette synaptogenése
par microscopie a fluorescence, en marquant tout d’abord la protéine synaptophysine, mais
malheureusement je n’ai pas réussi a mettre au point ce marquage sur les neurones primaires.
Comme alternative, nous pourrions marquer les vésicules synaptiques en ciblant la synapsine-
1 ou encore les densités post-synaptiques avec la PSD-95 ou la géphyrine, et réaliser une

analyse plus poussée de la morphologie des épines dendritiques.

De maniére intéressante par analyse prédictive j'ai pu observer que le miR-221-3p cible
principalement des mRNAs, dont il pourrait réprimer la traduction, impliqués dans le guidage
axonal et la synaptogenése. Par exemple, il aurait parmi ses nombreuses cibles la 3-synucléine
qui se trouve étre essentielle dans la plasticité synaptique mais qui aurait aussi pour role
d’empécher I'agrégation de I'a-synucléine dans la maladie de Parkinson (Hashimoto et al.
2001). Ou encore I'a-tubuline, que nous avons également trouvée comme modulée dans
I’étude transcriptomique des neurones traités par les MPS IlIB-EVs issus du stade précoce de
la maladie, et qui est directement liée a la polymérisation des microtubules et donc le guidage
axonal. Dans les modeles MPS IIIA, B et C, il a déja été rapporté la présence d’altérations de
I'axone dans sa croissance ou son guidage, son gonflement avec |'apparition de structures
sphéroides, ou des défauts de myélinisation (cible principale du miR-100-5p). Ces défauts,
communs a ceux des maladies neurodégénératives de I'adulte impliquent 'accumulation d’a-
synucléine ou encore Tau, qui n’est autre que la protéine stabilisatrice des microtubules
axonaux et qui s'accumule dans la maladie d’Alzheimer (Beard et al. 2017; Bigger et al. 2018;
Pan et al. 2022; Pard et al. 2021).

Par analyse prédictive jai aussi montré que le contenu des MPS IlI-EVs de microglie est enrichi
en miR-221-3p mais dépourvu en protéines qui sont impliquées dans le guidage axonal.
Cependant je nai pas pu, par un immunomarquage a la Blll-tubuline, apprécier de différence
morphologique de I'axone. || me paraitrait donc intéressant de marquer la protéine tau afin
d’évaluer les caractéristiques physiques de I'axone, et nous pourrions également utiliser des
chambres microfluidiques ou I'imagerie “en live” pour analyser la pousse et le guidage axonal

suite a une exposition aux EVs (Gu et al. 2014). De plus nous pourrions réaliser les traitements
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des neurones par les EVs, avant que ceux-ci aient formé leurs réseaux, ainsi nous pourrions
voir si les MPS IlI-EVs et 1mo-MPS IlIB-EVs empéchent la croissance des neurites et a I'inverse,
si les WT-EVs et 1mo-WT-EVs la potentialise, comme rapporté par certaines études (Lemaire
et al. 2019; Mallach et al. 2021).

Finalement, il me semble pertinent d’évaluer I'expression du miR-221-3p dans les 1mo-MPS
[1IB-EVs, car jai pu le tester dans les 4mo-MPS IlIB-EVs et 4mo-WT-EVs mais nous n’avons pas
observé de différence d’expression, ce miRNA étant tres fortement exprimé basalement dans
ces EVs de cerveaux. Nous pourrions faire de méme pour le miR-100-5p, voir réaliser une étude

du miRNome sur les EVs de cerveaux.

De maniére intéressante, les LPS-EVs ne semblent pas altérer de la méme facon que les
MPSIII-EVs I'organisation des prolongements neuronaux, malgré qu’ils transportent en plus
grande quantité les miR-146-5p et miR-155-5p. Il serait intéressant de valider I'absence des
miR-221-3p et miR-100-5p dans ces LPS-EVs, méme si nos résultats montrent que la
composante pro-inflammatoire des EVs n’est pas suffisante pour induire ce phénotype aux
neurones. Comme exposé dans les travaux réalisés par Prada et al., en fonction du stimulus, la

microglie va charger dans ces EVs différents types de miRNAs (Prada et al. 2018).

Modulation de la neuroinflammation

Il est évident et méme rassurant que les MPS IlI-EVs et 4mo-MPS IlIB-EVs de la méme
maniere que les LPS-EVs soient enrichis en miRNAs pro-inflammatoires, tels que les miR-146-
5p et miR-155-5p (Cunha et al. 2016; Prada et al. 2018), résultant de l'activation des
récepteurs TLR4 par les HSOs accumulés dans le cerveau ou par les GAGs (enrichis en HSOs)
présents dans le milieu de culture de la microglie. Egalement, nous avons validé par analyse
de cytométrie en flux, dans le modele in vitro I'expression de marqueurs membranaires
spécifiques d’'un phénotype pro-inflammatoire par la BV-2 activée par les GAGs de patient MPS
[ll, ainsi que l'augmentation d’expression de mRNAs codant pour des protéines pro-
inflammatoires. Ceci suggere que le message des EVs sera spécifiquement et uniquement pro-
inflammatoire, or ils sont aussi enrichi en miR-221-3p et miR-100-5p qui auraient des effets
plut6t anti-inflammatoires (Li et al. 2022; Li, Fu, et Xing 2019).
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Ce serait certainement ce pool caractéristique formé de ces 4 miRNAs qui ferait la
signature du cargo des MPS IlI-EVs. Mais alors, qu’est ce qui est a l'origine de cette différence
entre les LPS-EVs et MPS III-EVs/4mo-MPS IIIB-EVs ? Et bien qu’il ait été démontré que
I'activation de la microglie passe par la voie TLR4-Myd88 (Ausseil et al. 2008), qu’elle
divergence existe-t-il entre un signal LPS et HSOs induisant cette différence de réponse ?

Il a été largement décrit que le HS code mais aussi les défauts de dégradation des chaines d’HS
ou encore l'activité de I'HSPE vont régir des variations de taille et de sulfatation a l'origine de
variabilité dans la réponse (Bishop et al. 2007; Bruyere et al. 2015; Bilow et Hobert 2004;
Condomitti et de Wit 2018; Dwyer et al. 2017; Lawrence et al. 2014; Mandolfo et al. 2022;
Wilkinson et al. 2012). Ces modifications pourraient expliquer une affinité plus forte avec le
TLR4, puis un encombrement allostérique du récepteur lié a I'accumulation des HSOs qui
pourrait étre induit in vitro par le traitement et in vivo, par la déficience en Naglu qui va
entrainer des défauts de dégradation (De Pasquale et Pavone 2019). De plus, puisque les
HSPGs, jouent le role de corécepteurs au TLR4 et qu’ils sont aussi capables de médier une
réponse inflammatoire, nous pouvons imaginer que dans le cas d’une activation par les HSOs
un couplage fort TLR4-HSPGs puisse induire un fort signal pro-inflammatoire (Collins et
Troeberg 2019; O’Callaghan et al. 2018). Ou encore, que la surcharge en ligand du TLR4
conduise a une activation secondaire des HSPGs par les HSOs, augmentant la puissance du
message cellulaire. Toutes ces questions mécanistiques seraient intéressantes a étudier par
des techniques d’affinité entre récepteurs ou protéines membranaires et ligands comme le
SPR (pour résonance plasmonique de surface). Mais avant tout, ces hypothéses pourraient
expliquer que le récepteur TLR4 se retrouve sous-exprimé dans les MPS IlI-EVs de microglie,
de par son possible encombrement membranaire provoquant la diminution de son recyclage
ou par le rétrocontrdle de sa traduction par la cellule. En revanche, I'augmentation du TLR2
dans ces MPS IlI-EVs pourrait-elle résulter de leur recyclage massif par la cellule pour

empécher leur activation.

Il est important de rappeler qu’au sein du SNC la microglie est loin d’étre majoritaire et
gue méme si dans un cerveau MPS IIIB I'inflammation est centrale et touche toutes les cellules,
le contenu d’une EV varie tout de méme en fonction de la cellule qui la sécrete. Ainsi, la
réponse induite chez les neurones par les MPS IlIB-EVs ne traduit qu’une réponse globale et il

serait intéressant de trier les EVs de cerveau en fonction de leur cellule sécrétrice. Le tri
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magnétique des EVs grace aux marqueurs de surface spécifiques est envisageable et
fonctionne bien, avec des résultats préliminaires encourageants. Mais les EVs restent difficiles
a manipuler et le manque de techniques adaptées ont rendu le tri inapproprié dans le cas
d’expériences de transmission aux neurones de par la taille de la bille magnétique. Je n’ai donc
pas continué ces manipulations, mais nous pourrions envisager d’isoler des EVs de cellules
souches pluripotentes (iPSC) MPS IlIB (que nous avons récemment obtenues au laboratoire)
dérivées en différents types cellulaires cérébraux.

Il est également connu que l'effet de I'EV dépend finalement de la cellule qui I'internalise, il
serait pertinent d’explorer la réponse d’autres cellules du SNC a ces EVs, peut-étre par systeme
de coculture d’iPSC, I'utilisation de cellules primaires microgliales étant compliqué. Ou encore
par la culture de tranches organotypiques, offrant I'étude d’un environnement cellulaire plus
complexe nous permettant d’étudier les phénomenes de gliose mais aussi de visualiser la
vascularisation de la tranche et donc la modulation de la perméabilité de la BHE qui est
également décrite dans la MPS Il (Bigger et al. 2018; Ohmi et al. 2003; Sofroniew 2015;
Wilkinson et al. 2012).

Toujours est-il que, les neurones semblent répondre aux MPS IlIB-EVs par un message
anti-inflammatoire comme montré par la diminution des processus biologiques (GO-BP)
associés a la réponse inflammatoire et plus particulierement au LPS dans les conditions 1 mois
et 4 mois. De maniére intéressante, dans ces GO-BP nous avons noté une diminution des
expressions de mRNAs des TLR2 et 4 mais aussi du HSPG syndécan-4, qui pourrait résulter d’un
rétrocontréle du neurone a I'induction de I'inflammation de par le contenu pro-inflammatoire
transporté par I'EV et qui suggere aussi fortement la présence de HSOs dans les EVs. Dans la
condition 8 mois, c’est dans la voie KEGG des HSPGs dans le cancer que nous retrouvons une
diminution des expressions des mRNAs de TLR2 et 4 mais surtout des syndécan-1, 2 et 4,
soulignant I'importance du lien entre les TLRs et les syndécans et encore une fois la présence
des HSOs dans les EVs.

La caractérisation du contenu des EVs en HSOs est donc primordiale et nous avons démarré
une collaboration avec une équipe expérimentée dans la quantification des GAGs par
spectrométrie de masse (Auray-Blais et al. 2016; Menkovic et al. 2019). Egalement, il pourrait
étre envisagé de réaliser une fragmentation de la membrane des EVs pour distinguer les

protéines présentes dans le lumen de I'EV de celles présentes dans les compartiments
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transmembranaire et coronaire (Toth et al. 2021). Nous pourrions évidemment élargir cette

étude aux HSPGs.

Atteinte de la survie des neurones

Tel qu’avancé précédemment, 'ensemble des neurones traités par les EVs de cerveaux
y répondent par une diminution de lI'expression des genes codants pour les syndécans,
expliqguant certainement une réduction de I'expression de ces récepteurs a la membrane.
Effectivement, nous savons que les syndécans sont impliqués dans I'internalisation mais aussi
dans la biogenése des EVs, et que le neurone doit se prémunir de ces événements cellulaires
(Cerezo-Magaiia et al. 2020; van Niel et al. 2018). Soit pour éviter d’intégrer plus de contenu
pathologique dont des HSOs et toutes les réactions qui en découlent, soit d’en propager aux
autres cellules. Nous avons vu dans les BV-2 et les neurones que l'internalisation des EVs a lieu
par endocytose et ce des 1h d’interaction (résultats non présentés). Il serait intéressant de
bloquer les syndécans chimiquement ou génétiquement afin d’évaluer s’ils sont a I'origine de

cette internalisation.

De plus, nous avons pu voir que la diminution de I'expression des mRNAs touche plus
de sous-types syndécans dans la condition 8 mois et qui se traduit dans la voie KEGG des HSPGs
dans le cancer a une diminution de la survie neuronale (Téthova et al. 2021).

Effectivement, cette réponse semble en adéquation avec les images des neurones traités par
les 8mo-MPSIIIB-EVs. Mais finalement quelle est la différence de message entre ces 8mo-
MPSIIIB-EVs et tous les autres ? Car I'imagerie des neurones traités par les 1mo- et 4mo-
MPSIIIB-EVs ne semble pas provoquer de mortalité, et que nous n’avons pas remarqué de
perte de noyaux ou encore d’augmentation du marquage TUNEL dans les neurones traités par
les MPS 11I-EVs. Nous devrons valider la présence de mortalité dans notre modele ex vivo de
transmission d’EVs de 8 mois et nous pourrions également évaluer l'apoptose, la

fragmentation de I'ADN et la toxicité liée a la mitochondrie.
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Ces résultats de la condition a 8 mois, suggerent que I'étude de I'effet des EVs sur les
neurones ne sera certainement pas suffisante pour répondre a toutes nos questions. Et que
nous devrions envisager de réaliser une analyse protéomique des EVs de cerveaux, séparés
par cellules sécrétrices, pour avoir une compréhension plus fine des différences des effets
observés dans les neurones et pour le développement de biomarqueurs.

Mais dans un premier temps, afin de compléter cette étude transcriptomique, nous avons a
notre disposition des données et analyses bio-informatiques qui ne sont pas encore exploitées.
Ces données sont issues d’analyses d’expression différentielle (DEA) comparant des neurones
traités par des MPS I1lIB-EVs mais isolés de cerveaux a différents ages de la souris.
Contrairement aux analyses comparant les génotypes (MPS 1lIB vs WT), ces DEA reflétent la
réponse spécifique du neurone, en fonction de la différence d’environnement cérébral qui
dépend de I'évolution de la pathologie entre deux stades et non de I'état physiopathologique
a uninstant précis. Ces analyses pourraient ainsi faire ressortir des marqueurs qui varient donc

avec la progression de la maladie.

Développement de biomarqueurs

Lensemble de ces résultats soulignent la pertinence de rechercher la présence de
biomarqueurs dans les EVs issus de fluides biologiques tels que le LCR, le plasma, ou les urines
provenant de modeles précliniques MPS IIIB. Grace a I'étude préclinique de thérapie génique
en cours au sein de notre laboratoire, nous aurons a notre disposition des échantillons
prélevés chez le chien et la souris MPS IIIB traités ou non par thérapie génique. Ainsi, nous
réalisons une étude comparative entre les EVs issus du LCR directement représentatifs du SNC
avec les EVs périphériques issus du plasma ou des urines. Cela nous permettrait de caractériser
et de définir a partir des EVs circulants, les EVs provenant des neurones directement ou encore
des cellules gliales, nécessitant des marqueurs de surface spécifiques et fortement représentés
a la surface des EVs (de Menezes et al. 2022).

Des biomarqueurs de suivi robustes, reflétant I'état des neurones au moment donné nous
permettraient de réaliser un suivi longitudinal de l'efficacité thérapeutique dans le cadre
d’essais cliniques dans la MPS Il chez I'enfant. Ce besoin de biomarqueurs sériques est
important car jusqu’a présent les seuls biomarqueurs disponibles chez I'enfant sont isolés a
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partir des tissus cérébraux ou dans du LCR, nécessitant des gestes tres invasifs. De plus, le
dosage des GAGs accumulés dans les urines n’est pas directement corrélé a une diminution de
la surcharge lysosomale dans le SNC. Ce manque d’outils biologiques rend tres difficile le suivi

thérapeutique.

Les 4 miRNAs enrichis dans les EVs dans leur ensemble, sont de bons candidats pour
leur identification par PCR digitale en gouttelettes (ddPCR), qui permet une plus grande
sensibilité que la PCR classique. Concernant les protéines, leur détection est plus complexe
puisqu’elles ne sont pas amplifiables, méme si nous avons trouvé des niveaux d’expression
importants pour Saa3 et Umod dans nos MPS IlI-EVs de microglie.

Peut-étre que nous pourrions nous intéresser a d’autres types de biomarqueurs, comme les
lipides puisque que les GM2 (et éventuellement les GM3) peuvent se retrouver dans la
membrane de I'EV et qu’ils sont en quantité importante dans les cellules cérébrales MPS llI
(Ausseil et al. 2008; Pan et al. 2022; Roy et al. 2012). Ou par l'utilisation de la technologie MSD
(pour Meso Scale Discovery) nous pourrions nous intéresser a la détection du contenu en
cytokines et chimiokines généralement transportés au niveau coronaire de I'EV. Et finalement,
I’ADN mitochondrial peut se trouver enrichi dans les EVs sécrétées par des cellules présentant
du stress mitochondrial (important dans la MPS 1ll) et bien évidemment les HSOs pourraient
directement refléter l'accumulation cellulaire (lumen et membranaire) mais aussi

extracellulaire (coronaire).

Mon travail de thése a permis de décrire dans nos modeles, que les EVs refletent un
état physiopathologique spécifique de la cellule. Dans le cadre d’essais cliniques dans la MPS
Il et d’autres MSLs, leur utilisation en tant que biomarqueurs dans le suivi longitudinal de

I'efficacité thérapeutique est plus que prometteuse.
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1 ANNEXE 1 : ARTICLE “EXTRACELLULAR VESICLES FROM
LPS-TREATED MACROPHAGES AGGRAVATE SMOOTH
MUSCLE CELL CALCIFICATION BY PROPAGATING
INFLAMMATION AND OXIDATIVE STRESS”

Au cours de ma premiére année de these j’ai eu la chance de pouvoir apporter mes
connaissances en matiere de caractérisation des EVs au Dr. Linda Yaker qui achevait sa these
co-dirigée par Pr. JérOme Ausseil. Jai réalisé les dernieres manipulations de NTA et de TEM
nécessaires a la soumission de son article scientifique dont je suis co-autrice. Cet article est
intitulé « Extracellular vesicles from LPS-treated macrophages aggravate smooth muscle cell
calcification by propagating inflammation and oxidative stress » et fut accepté puis publié en

Mars 2022 dans le journal Frontiers in Cell and Developmental Biology.
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Background: Vascular calcification (VC) is a cardiovascular complication associated with
a high mortality rate among patients with diseases such as atherosclerosis and chronic
kidney disease. During VC, vascular smooth muscle cells (VSMCs) undergo an osteogenic
switch and secrete a heterogeneous population of extracellular vesicles (EVs). Recent
studies have shown involvement of EVs in the inflammation and oxidative stress observed
in VC. We aimed to decipher the role and mechanism of action of macrophage-derived EVs
in the propagation of inflammation and oxidative stress on VSMCs during VC.

Methods: The macrophage murine cell line RAW 264.7 treated with lipopolysaccharide
(LPS-EK) was used as a cellular model for inflammatory and oxidative stress. EVs secreted
by these macrophages were collected by ultracentrifugation and characterized by
transmission electron microscopy, cryo-electron microscopy, nhanoparticle tracking
analysis, and the analysis of acetylcholinesterase activity, as well as that of CD9 and
CD81 protein expression by western blotting. These EVs were added to a murine VSMC
cell line (MOVAS-1) under calcifying conditions (4 mM Pi—7 or 14 days) and calcification
assessed by the o-cresolphthalein calcium assay. EV protein content was analyzed in a
proteomic study and EV cytokine content assessed using an MSD multiplex
immunoassay.

Results: L PS-EK significantly decreased macrophage EV biogenesis. A 24-h treatment of
VSMCs with these EVs induced both inflammatory and oxidative responses. LPS-EK-
treated macrophage-derived EVs were enriched for pro-inflammatory cytokines and CAD,
PAI-1, and Saa3 proteins, three molecules involved in inflammation, oxidative stress, and
VC. Under calcifying conditions, these EVs significantly increase the calcification of VSMCs
by increasing osteogenic markers and decreasing contractile marker expression.

March 2022 | Volume 10 | Article 823450

238



ANNEXES

Yaker et al.

EVs From LPS-Treated-Macrophages Aggravate Calcification

Conclusion: Our results show that EVs derived from LPS-EK-treated-macrophages are
able to induce pro-inflammatory and pro-oxidative responses in surrounding cells, such as
VSMCs, thus aggravating the VC process.

Keywords: extracellular vesicles, vascular calcifcation, inflammation, oxidative stress, macrophages

1 INTRODUCTION

Vascular calcification (VC) is a cardiovascular complication
found among patients with diseases such as diabetes,
atherosclerosis, and chronic kidney disease (CKD) (Lee et al.,
2020). VC is an active process (Demer and Tintut, 2008; Voelkl
etal,, 2019), characterized by an imbalance of calcium/phosphate
homeostasis and hydroxyapatite mineral deposition, both in the
intimal and medial layers of the artery (Demer and Tintut, 2008;
Driieke and Massy, 2011; Lee et al., 2020). Vascular smooth
muscle cells (VSMCs), which represent the most abundant cell
type in vessels, play a pivotal role in the initiation and
development of VC (Jaminon et al., 2019). VSMCs undergo a
phenotypic switch, with modification of osteogenic, contractile,
and synthetic marker expression (Durham et al., 2018). Other cell
types may be involved in the induction of the VC process, such as
macrophages (Li Y. et al, 2020) and endothelial cells. Indeed,
macrophages play an important role in the progression of VC by
secreting inflammatory factors and inducing oxidative stress
(Hénaut et al., 2019). As a consequence, macrophage-induced
inflammation can reduce the production of VC inhibitors, such as
fetuin-A (Moe and Chen, 2005), a protein that can bind excess
mineral and increase their plasma solubility (Komaba and
Fukagawa, 2009). Furthermore, an increase in reactive oxygen
species  (ROS)  production is involved in VSMC
osteochondrogenic trans-differentiation during the VC process
(Tothetal., 2020; Hu et al., 2021). Recent studies have highlighted
the role of extracellular vesicles (EVs) in VC (Hodroge et al., 2017;
Mansour et al., 2020; Yaker et al., 2020; Qin et al., 2021). These
membrane-bound vesicles, secreted by prokaryotic and
eukaryotic cells (Woith et al., 2019), can be of various origins,
depending on their mode of biogenesis. For example, exosomes
(50-150 nm) originate from endosomes and microvesicles
(50-500 nm) generated by budding of the plasma membrane
and apoptotic bodies (van Niel et al., 2018). Several studies have
showed macrophage-derived EVs to promote VC (New et al,,
2013; Chen et al., 2016; Kawakami et al., 2020). Analysis of their
content identified a subset of molecules involved in inflammation
and oxidative stress, such as pro-inflammatory cytokines
(Fitzgerald et al, 2018; Aiello et al, 2020) and oxidant
machinery proteins (Bodega et al., 2019). New et al. showed
that macrophages can release calcifying EV's enriched for S100A9,
a calcium-binding protein involved in mineralization (New et al.,
2013). Furthermore, Kawakami et al. recently showed that
calcifying EVs released by macrophages contribute to the
formation of microcalcification (Kawakami et al, 2020). In
addition, Chen et al. demonstrated that the cytokine HMGBI1
can induce the secretion of macrophage-derived EVs involved in
ectopic mineralization (Chen et al., 2016). Here, we aimed to
investigate the role of macrophage-derived EVs in the

Frontiers in Cell and Developmental Biology | www.frontiersin.org

propagation of inflammation and oxidative stress during the
VC process.

2 MATERIALS AND METHODS

2.1 Cell Culture, Molecular, and

Biochemical Reagents

Fetal bovme serum (FBS) and glutamine were purchased from
Eurobio” (Les Ulis, France). Lipopolysaccharide from Escherichia
coli K12 (LPS-EK) was obtained from InvivoGen' (San Diego,
Callforma United States) and inorganic phosphate (Pi) from
Merck” (Darmstadt, Germany). Exosome-free FBS, TRIzol

Reagent, RNase/DNase- free water, High-Capacity RNA-to-
¢DNA" kits, BCA" Protein Assay kits, and d1hydroeth1d1um
(DHE) were purchased from Thermo Fisher Sc1ent1ﬁc

(Waltham, Massachusetts, United States). Takyon was
obtained from Eurogentec’  (Liége, Belgium). 2/, 7'-
dlchloroﬂuoresceln diacetate (DCFH-DA) was purchased from
Molecular Probes” (Eugene, Oregon, United States). All other
molecular and biochemical reagents were obtained from Sigma-
Aldrich” (Saint-Louis, Missouri, United States).

2.2 Culture and Treatment of Cells

2.2.1 Murine Macrophage Culture

Murine macrophages (RAW 264.7 ATCC” TIB-71", Manassas,
Virginia, United States) were maintained in DMEM 6546
medium supplemented with 10% FBS, 4mM glutamine,
100 UI/ml penicillin, and 100 pg/ml streptomycin at 37°C in a
5% CO, humidified atmosphere. We first assessed RAW cell
viability in the presence of 0.1 and 1pg/ml LPS-EK,
concentrations that are generally used to activated RAW
macrophages (Pi et al, 2014). A 24-h treatment with LPS-EK
induced 25% cell cytotoxicity (data not shown). RAW cells are
known to be particularly sensitive to LPS, which could explain the
cell growth inhibition observed in our experiment (Raschke et al.,
1978). We then tested the treatment of RAW cells for only 6 h
with LPS-EK and detected no cell cytotoxicity (Supplementary
Figure S1). We thus used these experimental conditions for all
further experiments.

2.2.1 Murine Aortic Vascular Smooth Muscle Cell
Culture

Murine aortic VSMCs (MOVAS-1 ATCC’ CRL-2797 ,
Manassas, Virginia, United States) were maintained in DMEM
6546 medium supplemented with 10% FBS, 4 mM glutamine, 100
Ul/ml pen1c1111n, 100 ug/ml streptomycin, and 200 pg/ml
genet1c1n (G418) at 37°C in a 5% CO, humidified
atmosphere. To induce VSMC calcification, cells were treated
in DMEM 6546 containing 1% FBS with 4 mM Pi for 14 days. The

March 2022 | Volume 10 | Article 823450

239



ANNEXES

Yaker et al.

media was changed twice a week. For each experiment, VSMCs
were treated with macrophage-derived EVs isolated from the
same volume of cell-culture medium.

2.3 Extracellular Vesicle Preparation and

Characterization
2.3.1 Isolation of Extracellular Vesicles
Macrophages were seeded in 10-cm petri plates at a density of
30,000 cells/cm® and cultured in DMEM 6546 medium
supplemented with 10% FBS. After 48 h, cells were washed
with PBS then treated with various concentrations of LPS-EK
in DMEM 6546 medium supplemented with 10% exosome-free
FBS for 6h. Cell debris was removed from cell-culture
supernatants by centrifugation at 800 x g for 5 min at 4°C.
EVs were isolated from cell-culture supernatants of untreated
(EV-CT) or LPS-EK treated (EV-LPS) macrophages by sequential
centrifugation, as described previously by Chen et al. (2008).
Briefly, supernatants were first ultracentrifuged at 100,000 x g for
50 min at 4°C. The pellet was then resuspended in cold Dulbecco’s
phosphate buffered saline (D-PBS) and centrifuged at 100,000 x g
for another 50 min at 4°C. The final pellet was resuspended in
D-PBS or RIPA buffer and the protein concentration determined
using the BCA™ Protein Assay kit. EV samples were stored at
—80°C for future analysis.

2.3.2 Characterization of Extracellular Vesicles

2.3.2.1 Transmission Electron Microscopy

EVs were isolated as described previously and resuspended in
50 uL Tris base buffer (100 mM, pH 7.4). EV samples were
prepared for TEM using the conventional negative staining
procedure. Briefly, 10 uL EV samples were absorbed for 2 min
on formvar-carbon-coated copper grids preliminarily ionized
using the PELCO easiGlow™ Glow Discharge Cleaning System
(Ted Pella Inc., Redding, California, United States). Preparations
were then blotted and negatively stained with 1% uranyl acetate
for 1 min. Grids were examined using an 80kV JEM-1400
electron microscope (JEOL Inc., Peabody, Massachusetts,
United States) and images acquired with a digital camera
(Gatan Orius, Gatan Inc., Pleasanton, California, United States).

2.3.2.2 Cryo-Electron Microscopy

To analyze the morphology of EVs by cryo-EM, 3 uL of EV
sample was first deposited onto a glow-discharged 200-mesh
lacey carbon grid. Prior to freezing, the grid was loaded into the
thermostatic chamber of a Leica EM-GP automatic plunge
Freezer, set to 20°C and 95% humidity. Excess solution was
blotted from the grid for 1-2s with a Whatman n°l filter
paper and the grid immediately flash frozen in liquid ethane
cooled to —185°C. Specimens were then transferred into a Gatan
626 cryo-holder. Cryo EM was carried out using a Jeol 2,100
microscope equipped with a LaB6 cathode operating at 200 kV
under low-dose conditions. Images were acquired using
SerialEM software (Mastronarde, 2005), with the defocus
ranging from 600 to 1,000 nm, using a Gatan US4000 CCD
camera. This device was placed at the end of a GIF quantum
energy filter (Gatan Inc. Berwyn, Pennsylvania, United States)
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operating in zero-energy-loss mode, with a slit width of 25 eV.
Images were recorded at a magnification corresponding to a
calibrated pixel size of 0.87 A.

2.3.2.3 Nanoparticle Tracking Analysis (NTA)

EVs were resuspended in 50 uL D-PBS. Particle-size distribution
and concentration were analyzed using a NanoSight LM10-HS
instrument (Malvern Instruments Ltd., Malvern, United Kingdom)
according to the manufacturer’s instructions. Briefly, EV samples
were diluted 100-fold in D-PBS and the diluted preparation
injected into the chamber. Samples were analyzed at room
temperature for 60s. Three replicates were performed for each
sample. Data were acquired and analyzed using NTA 2.2 Build 127
software (Malvern Instruments Ltd., Malvern, United Kingdom).

2.3.2.4 Specific Extracellular Vesicle Markers

EVs were characterized by analyzing tetraspanin (CD81, CD9)
and B-actin protein expression by western blotting as
recommended by the International Society for Extracellular
Vesicles (ISEV) (Théry et al., 2018).

2.3.2.5 Measurement of Acetylcholinesterase Activity
Acetylcholinesterase activity was measured using a colorimetric
assay as previously described by Ellman et al. (1961). Briefly,
200 pL D-PBS containing 1 mM acetylcholine and 0.1 mM 5, 5'-
Dithiobis 2-nitrobenzoic acid (DNTB) was added to 100 uL EV
sample. After a 15 min incubation at room temperature, the
absorbance was read at 450 nm using an Envision microplate
reader. Data are expressed as the percentage difference in
absorbance compared to the control (assay diluent D-PBS).

2.4 Biochemical Assays

2.4.1 Cell Viability Assay

Cell viability was assessed using the WST-1 assay. Cells were
seeded in 96-well plates at a density of 7,500 cells/well. After 48 h,
cells were treated with LPS-EK or macrophage-derived EVs for 6
or 24 h, respectively. Ten percent dimethyl sulfoxide (DMSO)
was used as a positive control for viability loss. The medium was
then changed and the cells incubated in 100 uL DMEM 6546
medium containing 10 uL WST-1 reagent for 1h at 37°C.
Absorbance was measured at 450nm using an Envision
microplate reader (Perkin Elmer , Waltham, Massachusetts,
United States).

2.4.2 Calcification Assay

VSMC calcification was assessed by measuring the intracellular
calcium concentration using the o-cresolphthalein assay as
previously described (Ray Sarkar and Chauhan, 1967). The
total cell protein concentration was assessed by the method of
Peterson (Peterson, 1977) and used to normalize the intracellular
calcium concentration.

2.4.3 Measurement of Oxidative Stress (ROS, O2e~,
and NO Production)

The three fluorescent probes DCFH-DA, DHE, and DAF were
used to measure ROS, O2e¢~, and NO production, respectively.
Macrophages were seeded in white 96-well plates at a density of
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7,500 cells/well. After 48 h, cells were washed twice with D-PBS
and incubated at 37°C with 10 uM DCFH-DA for 30 min and
then 10 pM DHE or 0.1 uM DAF for 1 h. Next, cells were washed
twice with D-PBS and treated with LPS-EK or macrophage-
derived EVs. Hydrogen peroxide (H,O,) at 50 and 500 uM
was used as a positive control of ROS production. For certain
experiments, the antioxidants N-acetyl-L-cysteine (NAC,
10 mM) and a-tocopherol (vitamin E, 10 ug/ml) were added to
each well 1 h prior to treatment. For NO production, the iNOS
substrate L-arginine was added to each well at 50 uM. All
solutions were prepared in Krebs-Ringer-phosphate buffer
(KRP). Fluorescence was measured using an Envision
microplate reader (Ag, 492nm, Ag, 535nm for DCFH-DA
and DAF; g, 492 nm, Ag,, 615 nm for DHE).

2.4.4 Western Blot Analysis

After treatment, cells were washed twice with cold D-PBS and
lysed with RIPA bulffer, sonicated, and centrifuged (16,000 x g, 5
min, 4°C). Supernatants were collected in a new tube and the
protein concentration determined using the BCA™ Protein Assay
kit according to the manufacturer’s instructions. Proteins were
precipitated with methanol/chloroform (1/0.25; v/v) and
centrifuged for 5min at 16,000 x g at room temperature. The
pellet was then resuspended in 4X Laemmli buffer and heated to
99°C for 5 min. Fifty pg of each protein sample was separated on a
12% SDS-PAGE gel and transferred onto a nitrocellulose
membrane. After blocking, membranes were incubated
overnight at 4°C with primary antlbodles rabbit anti-CD9
polyclonal antibody (1/1,000, GeneTex  GTX55564), goat anti-
CD81 polyclonal antibody (1/1,000, Santa Cruz Biotechnology,
Inc. sc-31234), mouse monoclonal anti-B-actin antibody (1/
5,000, Sigma- -Aldrich” A1978, clone AC-15), rabbit anti-
SMPD3 (1/10,000, Sigma- Aldrich” SAB2102245) or rabbit
anti-p62/SQSTM1 (1/1,000, Sigma- Aldrich” P0067). After
several washes, membranes were incubated with goat anti-
rabbit IgG-HRP (1/5,000, Santa Cruz Biotechnology, Inc.” sc-
2004), goat anti- mouse IgG-HRP (1/5,000, Santa Cruz
Biotechnology, Inc.”, sc-2005), or rabblt anti-goat IgG (H +
L)-HRP (1/5,000, Southern B1otech 6,160-05) for lh at room
temperature. Then, proteins were visualized using ECL" Western
Blot Detection Reagents and a ChemiDoc~ MP Imaging System
(Bio- Rad Hercules, California, United States). -actin protein
levels were quantified to normalize protein levels.

2.5 RNA Extraction and Quantitative
Real-Time PCR

After treatment, cells were washed twice with D-PBS. RNA
extraction was then performed using a mixture of TRIzol ™
and chloroform (1/0.2; v/v). After a 15-min centrifugation
(12,000 x g, 4°C), RNA was collected and precipitated with
isopropanol. The RNA pellet was then washed twice with 70%
ethanol and resuspended in 40 uL RNase/DNase-free water.
The RNA concentration was determined using a NanoVue™

Plus device (Thermo Fisher Scientific ,  Waltham,
Massachusetts, United States). ¢cDNA was synthesized
using a High-Capacity RNA-to-cDNA " kit according to
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the manufacturer’s instructions. Quantitative real-time
PCR was carried out using Takyon and specific primers
(Supplementary Table S1). A CFX96 Touch Real-Time PCR
Detection  System  (Bio- Rad”, Hercules, California,
United States) was used with the following steps: 95°C for
15 s, followed by 40 cycles of 95°C for 15 s, 60°C for 1 min and
72°C for 30 s. B-actin was used as a housekeeping gene to
normalize gene expression.

2.6 MSD Multiplex Immunoassay

Proinflammatory cytokine protein levels were measured in
macrophages and EVs derived from macropha§es using a
proinflammatory panel multiplex kit (V-PLEX K15048D,
Meso Scale Diagnostics , Rockville, Maryland, United States)
according to the manufacturer’s instructions. Briefly, 50 uL/well
of sample or calibrators was added to a 96-well plate pre-coated
with capture antibodies. After a 2-h incubation with shaking at
room temperature and three washes (D-PBS with 0.05% Tween
20), 25 uL 1X detection antibody solution was added to each
well. After another 2-h incubation under the same conditions
and three washes, 150 uL 2X Read Buffer T was added to each
well. The plate was then analyzed using the MSD instrument
(Meso Scale Diagnostics , Rockville, Maryland, United States).

2.7 Mass Spectrometry Proteomic Analysis
2.7.1 Proteomic Digestion for Mass Spectrometry

An S-TrapTM microspin column digestion was performed on
10pg of macrophage-derived EVs according to the
manufacturer’s instructions (Protifi, Hutington, United States).
Briefly, samples were reduced with 20 mM tris (2-carboxyethyl)
phosphine and then alkylated with 50 mM chloroacetamide for
15 min at room temperature. Aqueous phosphoric acid was then
added to a final concentration of 1.2%, followed by the addition of
S-Trap binding buffer (90% aqueous methanol, 100 mM
tetraethylammonijum bromide, pH 7.1). The mixtures were
then loaded onto S-Trap columns. Two extra washing steps
were performed to eliminate SDS. Samples were then digested
with 1 ug trypsin (Promega, Madison, Wisconsin, United States)
at 47°C for 1 h. After elution, peptides were vacuum dried and
resuspended in 45 uL 2% acetonitrile/0.1% formic acid mixture in
HPLC-grade water prior to MS analysis. A volume of 1 uL of the
peptide suspension was injected into a nanoelute high-performance
liquid chromatography (HPLC) system coupled to a timsTOF Pro
mass spectrometer (Bruker Daltonics, Germany). HPLC separation
was performed using a mixture of 0.1% formic acid in water, 2%
acetonitrile (Solvent A), and 0.1% formic acid in acetonitrile
(Solvent B) at 250 nL/min using a packed emitter column (C18,
25cm x 75um 1.6 um) (Ion Optics, Australia) with a gradient
elution (2-11% solvent B ove r19 min, 11-16% over 7 min, 16-25%
over 4 min, 25-80% over 3 min, and, finally, 80% for 7 min to wash
the column). Mass-spectrometric data were acquired using the
parallel accumulation serial fragmentation (PASEF) acquisition
method. The measurements were carried out over an m/z range
from 100 to 1700 Th, with ion mobility from 0.8 to 1.3 V s/cm” (1/
k0). The total cycle time was set to 1.2 s and the number of PASEF
MS/MS scans was set to 10. A total of 2,762 proteins was identified
in at least 60% of all samples.
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The mass spectrometry proteomics data have been deposited
in the ProteomeXchange Consortium via the PRIDE (Perez-
Riverol et al, 2019) partner repository with the dataset
identifier PXD029441 and 10.6019/PXD029441.

2.7.2 Data Analysis

The data were analyzed using MaxQuant version 1.6.14.0
(Max-Planck, Munich, Germany) and searched using the
Andromeda search engine against the UniProtKB/Swiss-
Prot Mus musculus database (release 02-04-2020, 17040
entries). Mass deviations of 3 and 20 ppm were used to
search parent mass and fragment ions, respectively. The
minimum peptide length was set to seven amino acids and
strict specificity for trypsin cleavage was required, allowing
up to two missed cleavage sites. Carbamidomethylation (Cys)
was set as a fixed modification, whereas oxidation (Met) and
N-term acetylation were set as variable modifications. The
false discovery rate (FDR) for both proteins and peptides was
set to 1%. Scores were calculated in MaxQuant as previously
described (Cox and Mann, 2008). The reverse and common
contaminant hits were removed from the MaxQuant output.
Proteins were quantified according to the MaxQuant label-
free algorithm using LFQ intensities; protein quantification
was obtained using at least two peptides per protein. Matches
between runs were allowed. Statistical and bioinformatic
analysis, including heatmaps, profile plots, and clustering,
were performed using Perseus software (version 1.6.14.0)
freely available at www.perseus-framework.org (Tyanova
et al., 2016). For statistical comparisons, we set up five
groups, each containing up to five biological replicates. We
then filtered the data to keep only proteins with at least four
valid values in at least one group. Next, the data were imputed
to fill missing data points by creating a Gaussian distribution
of random numbers with a standard deviation of 33% relative
to the standard deviation of the measured values and a 1.8
standard deviation downshift of the mean to simulate the
distribution of low-signal values. We performed an ANOVA
test, FDR <0.05, SO = 0.5. Hierarchical clustering of proteins
that survived the test was performed using Perseus on log-
transformed LFQ intensities after z-score normalization of
the data using Euclidean distances.

2.8 Statistical Analysis
Statistical analyses were performed using GraphPad Prism
(version 7.0, San Diego, California, United States). Wilcoxon-
Mann-Whitney and Kruskal-Wallis tests were performed with a
significance threshold of 0.05. Data are expressed as the mean +
standard error of mean (SEM) from at least three independent
experiments.

Principal Component Analysis has been performed on log
transformed and scaled values from targeted MSD multiplex
immunoassay using the R package pcaMethods.
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3 RESULTS

3.1 Effects of LPS-EK on Macrophages
3.1.1 Lipopolysaccharide From Escherichia coli K12
Induces Inflammation in Macrophages

In setting up our cellular model of inflammation, we first verified
the effect of LPS-EK on inflammation in RAW macrophages by
measuring the mRNA levels of various pro-inflammatory
cytokines (IL-6, IL-1B, TNF-a, and MIP-2), as well as that of
the NLRP3 inflammasome marker, before and after treatment.
The mRNA levels of these markers were all significantly higher
after LPS-EK treatment than those of unstimulated macrophages
(CT) (*p < 0.05 vs. CT, Figure 1). We also analyzed the levels of
10 proinflammatory cytokines in LPS-EK-treated or untreated
macrophages using an MSD multiplex kit. Macrophages treated
with LPS-EK showed significantly higher levels of these
proinflammatory cytokines than untreated control cells (*p <
0.05 vs. CT, Supplementary Figure S2). These results show that
LPS-EK induces an inflammatory response in our cellular model.

3.1.2 Lipopolysaccharide From Escherichia coli K12
Induces Oxidative Stress in Macrophages

As oxidative stress is also involved in the calcification process, we
next determined the effect of LPS on reactive oxygen species
(ROS) production using the fluorescent probe DCFH-DA. ROS
production by cells treated with LPS-EK was significantly higher
than that of untreated cells (*p < 0.05 vs. CT) (Figure 2A). In
addition, mRNA levels of two components of the antioxidant
system, Keapl and Nrf2, were lower after LPS-EK treatment,
which could partially explain the increase in oxidative stress (*p <
0.05 vs. CT, Figures 2E,F). Among the various ROS, superoxide
anions (O,"") play an important role in oxidative stress. We
therefore investigated the effect of LPS-EK on O,"” production
using the fluorescent probe DHE. Surprisingly, O, production
was significantly lower in LPS-EK treated cells than in untreated
cells (*p < 0.05 vs. CT, Figure 2B). We investigated this seeming
discrepancy by measuring the mRNA levels for both Nox-2, the
enzyme that synthesizes O,"", and superoxide dismutase (SOD-
2), which is responsible for O,"” degradation. We observed
significantly higher Nox-2 and lower SOD-2 mRNA levels in
LPS-EK stimulated macrophages than in untreated macrophages
(*p < 0.05 vs. CT, Figures 2C,D). Our results thus show that LPS-
EK decreases superoxide anion production by decreasing Nox-2
expression and increasing SOD-2 expression. Superoxide anions
can rapidly react with nitric oxide (NO) to form peroxynitrite
(ONOO7). Thus, we next investigated the effect of LPS-EK on
NO production using the fluorescent probe DAF. NO production
was significantly lower after LPS-EK treatment than in untreated
cells (p < 0.05 vs. CT, Figure 2G), despite significantly higher
levels of iNOS (*p < 0.05 vs. CT, Figure 2H). These results suggest
that both decreases in NO and O,"” production may be partially
explained by the formation of peroxynitrite.
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FIGURE 1 | Lipopolysaccharide-EK (LPS-EK) induces inflammation in macrophages. RAW cells were incubated with LPS-EK for 6 h. Gene expression of (A) IL-6,
(B) IL-1B, (C) TNF-a, (D) MIP-2, and (E) NLRP3 was quantified by quantitative real-time PCR and normalized to that of the housekeeping gene B-actin. Data are
expressed as the mean + SEM of four independent experiments performed in triplicate (n = 4). *p < 0.05 vs. CT, Mann-Whitney test. LPS 0.1: 0.1 pg/ml LPS-EK, LPS 1:

3.1.3 Lipopolysaccharide From Escherichia coli K12
Decreases Extracellular Vesicle Biogenesis in
Macrophages

The aim of this study was to determine whether EVs can
propagate inflammation and oxidative stress to recipient cells.
Thus, we first studied EV biogenesis in RAW cells after LPS-EK
treatment by analyzing the mRNA levels of various EV biogenesis
markers (phospho-1, TNAP, and SMPD3) in LPS-EK-treated
macrophages. The mRNA levels of these markers were all
significantly lower in LPS-EK-treated «cells than in
unstimulated macrophages (*p < 0.05 vs. CT, Figures 3A-C),
suggesting a decrease in EV biogenesis. SMPD3 protein levels
were also significantly lower after 1 pg/ml LPS-EK treatment than
in untreated macrophages (*p < 0.05 vs. CT, Figure 3D).

3.1.4 Lipopolysaccharide From Escherichia coli K12
Decreases Autophagy in Macrophages

Recent studies have highlighted novel functions of autophagy
in the biogenesis and secretion of EVs (Yang et al., 2021).
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Indeed, it has been shown that not only exosome biogenesis
and autophagy share molecular machinery but also that
substantial crosstalk exists between these two processes.
We therefore analyzed the effect of LPS-EK on autophagy
markers, such as ULK1, Beclin-1, Atg5, LC3a, and LC3b. The
mRNA levels of all these markers were significantly lower
after LPS-EK treatment than in unstimulated macrophages
(*p < 0.05 vs. CT, Figures 4A-E), suggesting a decrease in the
autophagy process. p62, also known as sequestome-1
(SQSTM), is an autophagy cargo receptor (Lamark et al,
2009) that can be used as a sensor of autophagic flux. Indeed,
p62 accumulates when autophagy is inhibited and decreased
levels of p62 can be observed when autophagy is induced.
After LPS-EK treatment, p62 mRNA levels were higher than
in unstimulated macrophages (*p < 0.05 vs. CT, Figure 4F),
confirming inhibition of the autophagic flux. p62 protein
levels were not modified after LPS-EK treatment relative to
untreated cells (Figure 4G). Overall, our results show that
LPS-EK not only induces inflammation and oxidative stress
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FIGURE 2 | Lipopolysaccharide-EK (LPS-EK) induces oxidative stress in macrophages. ROS (A), 02°- (B), and NO (G) production in RAW cells was measured
using the fluorescent probes DCF, DHE, and DAF, respectively. Gene expression of (C) Nox-2, (D) SOD-2, (E) Keap1, (F) Nrf2, and (H) INOS was quantified by
quantitative real-time PCR and normalized to that of the housekeeping gene B-actin. Data are expressed as the mean + SEM of four independent experiments performed
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in RAW cells but also decreases autophagy and EV
biogenesis.

3.2 Effects of EV-LPS on Smooth Muscle
Cells

3.2.1 Characterization of Macrophage-Derived EVs
We characterized macrophage-derived EV's by their morphology,
size, and concentration (Figure 5) using transmission electron
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microscopy (TEM) (Figure 5A), cryo-electron microscopy (cryo-
EM) (Figure 5B), and nanoparticle-tracking analyses (NTA)
(Figure 5C). The particle size for exosomes is between 50 and
150 nm and between 50 and 500 nm for microvesicles (van Niel
et al., 2018). The average particle size detected by NTA was
139 nm for EVs isolated from untreated macrophages (EV-CT)
and 130 nm for EVs isolated from LPS-EK-treated macrophages
(EV-LPS) (Figure 5C). Thus, our EV samples were likely
enriched for both exosomes and microvesicles. Furthermore,
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FIGURE 3| Lipopolysaccharide-EK (LPS-EK) decreases EV biogenesis in macrophages. RAW cells were incubated with LPS-EK for 6 h. Gene expression of EV of

the biogenesis markers (A) phospho-1, (B) TNAP, and (C) SMPD3 was then quantified by RT-gPCR and normalized to that of the housekeeping gene B-actin. (D)
SMPD3 protein expression was studied by western blotting and normalized to that of the housekeeping gene B-actin. Data are expressed as the mean + SEM of four
independent experiments performed in triplicate (0 = 4). *o < 0.05 vs. CT, Mann-Whitney test. LPS 0.1: 0.1 pg/ml LPS-EK, LPS 1: 1 pg/ml LPS-EK.
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FIGURE 4 | Lipopolysaccharide-EK (LPS-EK) decreases autophagy in macrophages. RAW cells were incubated with LPS-EK for 6 h. Gene expression of the
autophagy markers (A) ULKT, (B) Atg5, (C) LC3a, (D) LC3b, (E) Beclin-1, and (F) p62 was then quantified by RT-gPCR and normalized to that of the housekeeping gene
3-actin. (G) p62 protein expression was studied by western blotting and normalized to that of the housekeeping gene B-actin. Data are expressed as the mean + SEM of
four independent experiments performed in triplicate (n = 4). *p < 0.05 vs. CT, Mann-Whitney test. LPS 0.1: 0.1 pg/ml LPS-EK, LPS 1: 1 pg/ml LPS-EK.
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FIGURE 5 | Characterization of macrophage-derived EVs. EVs were isolated from the culture media of RAW cells incubated with (EV-LPS) or without (EV-CT) 1 pg/
ml lipopolysaccharide-EK (LPS-EK) for 6 h. Evaluation of EV morphology by (A) transmission electron microscopy (TEM) and (B) cryo-electron microscopy (cryo-EM). (C)
Particle-size distribution and (D) the total concentration of macrophage-derived EVs were measured by nanoparticle-tracking analysis (NTA). (E) CD9, CD81, and p-actin
protein expression were assessed by western blotting. (F) Quantification of the enzymatic activity of acetylcholinesterase (AChE) in macrophage-derived EVs.
Control AChE activity in the assay diluent 1X-D-PBS (CT) was defined as 100%. Data are expressed as the mean + SEM of seven independent experiments performed in

triplicate (n = 7). **p < 0.001 vs. CT; $p < 0.05 vs. EV-CT, Mann-Whitney test.

we verified EV membrane integrity by cryo-EM (Figure 5B).
Indeed, we could observe a discernible lipid bilayer and internal
vesicular structures (Figure 5B). The diameter of EVs can vary, as
well as the content. The International Society for Extracellular
Vesicles (ISEV) has published recommendations for EV
characterization (Théry et al, 2018). Indeed, two categories of
markers must be analyzed in sample preparations to confirm the
presence of EVs: transmembrane proteins, such as tetraspanins,
and cytosolic proteins recovered in EVs (Théry et al., 2018). Thus,
we performed western blotting to determine the presence of EV-
specific tetraspanin (CD9, CD81) and -actin and detected all of
these EV markers in our EV samples (Figure 5E).
Acetylcholinesterase (AChE) is expressed in macrophages (Fujii
et al, 2017) and can also be found in macrophage-derived EVs.
According to the ISEV, AChE activity can also be used to
characterize EVs (Figure 5F). Overall, these results confirm the

presence of EVs in both preparations. LPS-EK treatment of
macrophages resulted in a lower number of EVs than in control
untreated cells (Figure 5D). Indeed, we detected 7.54 x 10
particles in the EV-CT sample, whereas the EV-LPS preparation
contained 3.20 x 10' particles. Furthermore, we observed
significantly less AChE in the EV-LPS preparation than in the
EV-CT preparation. Both results could be explained by the lower
amount of secreted EV's due to decreased EV biogenesis after LPS-
EK treatment ($p < 0.05 vs. EV-CT, Figure 5F). Importantly, the
EVs were isolated from the same volume of cell-culture media.

3.2.2 Effect of Macrophage-Derived EVs on MOVAS
Cell Viability

We next studied the effects of macrophage-derived EVs on the
smooth muscle cell line MOV AS-1. Cell viability was first assessed
after 24 h of treatment with macrophage-derived EVs. EVs secreted
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FIGURE 6 | Effect of macrophage-derived EVs on smooth muscle cell
viability. MOVAS-1 cells were incubated for 24 h with EVs secreted by either
treated (1 pg/ml LPS-EK; EV-LPS) or untreated macrophages (EV-CT) or
without (CT). Cell viability was measured using the WST-1 assay. The
viability of cells incubated without EVs (CT) was defined as 100%. Data are
expressed as the mean + SEM of four independent experiments performed in
triplicate (n = 4). p < 0.05 is considered significant, Wilcoxon- Mann-
Whitney test.

by macrophages did not affect smooth muscle cell viability relative
to untreated cells (CT), regardless of the treatment (Figure 6).

3.2.3 EV-LPS Induce Inflammation in Smooth Muscle
Cells

Our objective was to study the propagation of inflammation from
macrophages to smooth muscle cells. Thus, we measured the
mRNA levels of proinflammatory cytokines (IL-6, IL-183, and

EVs From LPS-Treated-Macrophages Aggravate Calcification

TNF-a) in MOVAS cells treated with macrophage-derived EVs.
We observed significantly higher proinflammatory cytokine
mRNA levels after 24 h of treatment of smooth muscle cells
with EV-LPS than in untreated cells (CT) (*p < 0.05 vs. CT,
Figure 7). There was no effect of EVs derived from control cells
(EV-CT) on cytokine levels. A comparison of the effects of the
two populations of EVs showed only the increase in IL-6 mRNA
levels to be significant ($ p < 0.05 vs. EV-CT, Figure 7A). These
results show that EV-LPS are able to induce inflammation mainly
via an increase in IL-6 expression.

3.2.4 EV-LPS Induces Oxidative Stress in Smooth
Muscle Cells

We investigated the effect of macrophage-derived EVs on
oxidative stress in smooth muscle cells by measuring
intracellular ROS production. Both EV preparations (EV-
CT and EV-LPS) significantly increased ROS production over
that of untreated smooth muscle cells (*p < 0.05 vs. CT,
Figure 8). This result suggests that the effect of macrophage-
derived EVs on oxidative stress in smooth muscle cells is
independent of macrophage treatment. We next measured
mRNA levels of antioxidant enzymes (SOD-1, SOD-2) and
nuclear receptors (Nrf2, and Keapl) involved in the
antioxidant response. Surprisingly, the mRNA levels of all
markers were significantly higher in cells incubated with EV-
LPS than in untreated cells (CT) (*p < 0.05 vs. CT, Figure 9).
Only SOD-2 mRNA levels were higher in MOVAS cells
treated with EV-LPS than those treated with EV-CT ($p <
0.05 vs. EV-CT, Figure 9B). Overall, these results suggest that
EV-LPS can affect the oxidative stress response of smooth
muscle cells.

FIGURE 7 | EV-LPS increases cytokine gene expression in smooth muscle cells. MOVAS-1 cells were incubated with RAW cell-derived EVs for 24 h. Gene
expression of (A) IL-6, (B) IL-1B3, and (C) TNF-a was then quantified by quantitative real-time PCR and normalized to that of the housekeeping gene B-actin. Data are
expressed as the mean + SEM of four independent experiments performed in triplicate (n = 4). *o < 0.05 vs. CT, $p < 0.05 vs. EV-CT, Mann-Whitney test. EV-CT: EV-
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FIGURE 8 | Macrophage-derived EVs induce ROS production in

smooth muscle cells. MOVAS-1 cells were incubated with 10 uM DCFH-DA in
D-PBS at 37°C for 30 min and then treated with macrophage-derived EVs for
24 h. ROS production was determined by measuring fluorescence (\Ex

492 nm, AEm 535 nm). ROS production by untreated control cells (CT) was
defined as 100%. Data are expressed as the mean + SEM of four independent
experiments performed in triplicate (n = 4). *o < 0.05 vs. CT, Mann-Whitney
test. EV-CT: EV-derived from untreated macrophages, EV-LPS: EV-derived
from LPS-EK-treated macrophages.

3.2.5 Analysis of the Content of EV-LPS

Inflammation is known to play an important role in vascular
calcification. We thus first analyzed the inflammatory content of
EVs by measuring the expression of 10 proinflammatory

EVs From LPS-Treated-Macrophages Aggravate Calcification

cytokines in EV-LPS and EV-CT using an MSD multiplex kit.
Proinflammatory cytokine levels were, indeed, significantly
higher in EV-LPS than EV-CT6 (*p < 0.05 wvs. CT,
Supplementary Figure S3). We further analyzed the data
using an unsupervised analysis approach to visualize any
samples that clustered based on their inflammatory profile.
The principal component analysis score plot showed a clear
separation between the inflammatory profiles of EV-CT6 and
EV-LPS (Figure 10). These results show that there is a specific
inflammatory profile that distinguishes between these two
conditions. We then analyzed the EV protein content by mass
spectrometry and detected several EV-specific proteins in our
samples, confirming the presence of EVs in our preparations
(Supplementary Table S2). Furthermore, the level of three
proteins in EV LPS were higher than in EV CTé: cis-aconitate
decarboxylase (CAD), encoded by the immunoresponsive gene 1
(Irgl); plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1), encoded by the
Serpinel gene; and serum amyloid A-3 protein (Saa3), encoded by
the Saa3 gene (p < 0.01 vs. EV CT6, Figure 11).

3.2.6 EV-LPS Increase Pi-Induced Calcification by
Inducing the Osteogenic Switch of Smooth Muscle
Cells

Oxidative stress and inflammation are two processes known to
play an important role in vascular calcification. Our results show
that EV-derived macrophages can induce both oxidative stress
and inflammation. Thus, we next determined the effect of these
EVs on Pi-induced calcification in smooth muscle cells. MOVAS
cells were simultaneously treated with 4 mM Pi and macrophage-
derived EVs for 14 days (Figure 12A) or macrophage-derived
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FIGURE 9 | EV-LPS increase antioxidant marker gene expression in smooth muscle cells. MOVAS-1 cells were incubated with EVs-derived RAW cells for 24 h.
Gene expression of (A) SOD-1, (B) SOD-2, (C) Nrf2, and (D) Keap1 was then quantified by quantitative real-time PCR and normalized to that of the housekeeping gene
B-actin. Data are expressed as the mean + SEM of four independent experiments performed in triplicate (1 = 4). *p < 0.05 vs. CT, $p < 0.05 vs. EV-CT, Mann-Whitney
test. EV-CT: EV-derived from untreated macrophages, EV-LPS: EV-derived from LPS-EK-treated macrophages.
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FIGURE 10 | Principal component analysis score plot of EV-CT6 and
EV-LPS. EVs were isolated from the culture media of RAW cells incubated with
(EV-LPS) or without (EV-CT6) LPS-EK. Proinflammatory cytokine protein
levels (IL-18, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12p70, TNF-qa, IFN-y, and
KC-GRO) were measured in EVs derived from the macrophages using an
MSD multiplex immunoassay. PCA analysis score plot is performed using four
independent experiments (n = 4).
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EVs for the last 7 days only (Figure 12B) of the induction of
calcification. The intracellular calcium concentration in the
smooth muscle cells was significantly higher after 14 days of
treatment with Pi and EV-LPS than in cells treated with Pi and
EV-CT ($ p < 0.05 vs. EV-CT, Figure 12A). Moreover, the
intracellular calcium concentration was significantly higher
after 7 days of treatment of Pi-treated smooth muscle cells
with EV-LPS than Pi treatment alone (*p < 0.05 vs. 4 mM Pji,
Figure 12B). These results suggest that EV-LPS can significantly
induce calcification in MOVAS-1 cells. We can rule out that this
effect was due to the presence of LPS-EK in EVs, as LPS-EK alone,
with or without 4 mM Pi, had no effect on calcification (data not
shown). We next measured the mRNA level of matrix gla protein
(MGP), an inhibitor of vascular calcification. The level of MGP
mRNA was significantly lower after 7 days of treatment of
smooth muscle cells with 4 mM Pi and EV-LPS than in cells
treated with Pi alone (*p < 0.05 vs. 4 mM Pi, Figure 13). The
observed increase in calcification may therefore be partially due to
a decrease in the level of calcification inhibitors, such as MGP.

Smooth muscle cells can adopt a contractile, synthetic, or
osteochondrogenic  phenotype, depending on their
environment (Durham et al., 2018). During vascular
calcification, smooth muscle cells undergo an osteogenic
switch to become osteoblast-like cells (Durham et al,
2018). We investigated whether this phenotypic change
occurred in our experiments by measuring the mRNA
levels of several osteogenic markers, such as osterix (Osx)
and osteocalcin (OCN), as well as alpha-smooth muscle actin

FIGURE 11 | Volcano plot representing the effects of lipopolysaccharide-EK (LPS-EK) on the protein content of macrophage-derived extracellular vesicles (EVs).

EVs were isolated from the culture media of RAW cells incubated with (EV-LPS) or without (EV-CT6) lipopolysaccharide-EK (LPS-EK). High-performance liquid
chromatography (HPLC) coupled to mass spectrometry analysis was performed. An unpaired Student’s t test was conducted and a p-value < 0.01 and a false discovery
rate (FDR) < 5% were used. Five independent experiments were performed.
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FIGURE 12 | EV-LPS enhance Pi-induced calcification in smooth muscle cells. Calcification in MOVAS-1 cells was induced by incubation with 4 mM Pi with or
without RAW cell-derived EVs for (A) 14 days or (B) during the last 7 days of a 14-day calcification induction. Calcification was then measured using the OCP method.
Data are expressed as the mean + SEM of four independent experiments performed in triplicate (1 = 4). *p < 0.05 vs. 4 mM Pi, $p < 0.05 vs. EV-CT, Mann-Whitney test.
EV-CT: EVs derived from untreated macrophages, EV-LPS: EVs derived from LPS-EK-treated macrophages.
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FIGURE 13| EV-LPS decrease MGP gene expression in smooth muscle
cells. MOVAS-1 cells were incubated for 7 days with 4 mM Pi with or without
EVs secreted by RAW cells. Gene expression of MGP was then quantified by
quantitative real-time PCR and normalized to that of the housekeeping
gene B-actin. Data are expressed as the mean + SEM of seven independent
experiments performed in triplicate (n = 7). *p < 0.05 vs. 4 mM Pi, Mann-
Whitney test. EV-CT: EVs derived from untreated macrophages, EV-LPS: EVs
derived from LPS-EK-treated macrophages.

(a-SMA), a marker of the contractile phenotype. Osx and
OCN mRNA levels were significantly higher in Pi-treated
smooth muscle cells incubated with EV-LPS than Pi-treated
smooth muscle cells, suggesting an osteogenic switch of the
MOVAS-1 cells (*p < 0.05 vs. 4 mM Pi, **p < 0.01 vs. 4 mM Pi,
Figures 14A,B). We also observed higher Osx and Ocn
mRNA levels after treatment of Pi-treated smooth muscle
cells with EV-CT, but without reaching significance. This result
can be explained by the higher amount of EVs in the EV-CT
preparation. At the same time, a-SMA mRNA levels were
significantly lower than in Pi-treated smooth muscle cells (**p <
0.01 vs. 4 mM Pi, Figure 14C). Overall, these results show that EV-
LPS induce an osteogenic switch of smooth muscle cells, which
could, in turn, promote calcification.

Frontiers in Cell and Developmental Biology | www.frontiersin.org

4 DISCUSSION

Vascular calcification (VC) is a complex process involving
various molecular and cellular mechanisms, such as the VSMC
osteogenic switch, loss of VC inhibitors, cell death, and
dysregulation of Ca®*/Pi homeostasis, as well as matrix
degradation and modification (Lee et al, 2020). Macrophages
are among the main sources of inflammation and oxidative stress
(Castaneda et al., 2017) and associated with arterial calcification
(Agharazii et al, 2015). Indeed, Aikawa et al. showed co-
localization of calcification and macrophages in atherosclerotic
plaques of apolipoprotein E-deficient mice by image analysis,
suggesting a prominent role of these cells and inflammation in
calcification (Aikawa et al., 2007). In addition, a number of
studies have shown macrophage-derived EVs to be mediators
of VC (New et al, 2013; Chen et al.,, 2016; Li Y. et al., 2020;
Kawakami et al., 2020). In this context, we hypothesized that
macrophage-derived EVs secreted under pro-inflammatory and
pro-oxidative conditions may increase VSMC calcification by
propagating inflammation and oxidative stress. We tested our
hypothesis by treating a murine VSMC cell line with EV's derived
from LPS treated-murine macrophages. We then analyzed the
effect of macrophage-derived EVs on the calcium content and
levels of inflammatory, oxidative stress, and osteogenic markers
in VSMCs. Moreover, we analyzed the protein content of EVs
secreted by such activated macrophages.

We show that LPS-EK induces an inflammatory response in
macrophages, as demonstrated by the significant increase in
mRNA levels of pro-inflammatory cytokines (IL-6, IL-113, and
TNF-a). These results are in accordance with those in the
literature, as activation of TLR4 by LPS triggers activation of
the MyD88-dependent pathway, inducing pro-inflammatory
cytokine gene transcription. NLRP3, an activator protein of
the inflammasome has also been shown to be significantly
upregulated after LPS treatment (He et al, 2016). Our results
show that LPS-EK induces pro-inflammatory M1 polarization of
RAW cells, in accordance with the results of a study of Li et al.
performed in the U937 monocyte cell line (Li et al., 2017). LPS-
EK also induced oxidative stress, as shown by the significant
increase in ROS production, as previously reported. In parallel,
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FIGURE 14 | EV-LPS increase osteogenic marker gene expression and decrease contractile marker gene expression in smooth muscle cells. MOVAS-1 cells were
incubated with 4 mM Pi, with or without RAW cell-derived EVs, for 7 days. Gene expression of (A) osterix, (B) osteocalcin, and (C) a-SMA was then quantified by
quantitative real-time PCR and normalized to that of the housekeeping gene B-actin. Data are expressed as the mean + SEM of at least four independent experiments
performed in triplicate (n = 4). *p < 0.05 vs. 4 mM Pi, *p < 0.01 vs. 4 mM Pi, Mann Whitney test. EV-CT: EVs derived from untreated macrophages, EV-LPS: EVs
derived from LPS-EK-treated macrophages.

we showed a significant decrease in the expression of genes
involved in the antioxidant system, such as Nrf2/Keap. Nrf2 is
a transcriptional factor that induces the expression of antioxidant
genes. Under basal conditions, Keap1 forms a complex with Nrf2
to induce its degradation by the proteasome. Under conditions of
oxidative stress, modifications of the cysteine residues of Keapl
inhibit its interaction with Nrf2, allowing its nuclear translocation
and protection of cells against oxidative stress. The observed
decrease in Keapl mRNA levels could be explained by the
induction of protective mechanism activated by the cells to
counteract ROS production. Surprisingly, despite an increase
in ROS production, we showed a significant decrease in O,*”
production, which can be explained by both a decrease in Nox-2
levels and an increase in its degradation by SOD-2. This
discrepancy can be partially explained by the fact that O,"”
can rapidly react with NO to form peroxynitrite (ONOO"),
which mediates oxidative responses. Indeed, under LPS
treatment, we observed a decrease in NO production, despite
an increase in iNOS, an enzyme that produces NO.

As already shown (Liu et al., 2017; Bell et al,, 2019), LPS-EK
inhibited EV biogenesis by decreasing the expression of several
markers of EV  biogenesis, such as sphingomyelin
phosphodiesterase 3 (SMPD3), phospho-1, and tissue
nonspecific phosphatase alkaline phosphatase (TNAP). These
results were confirmed by NTA analysis, which showed a
reduced number of secreted EVs after LPS treatment. A
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similar result was reported by Bell et al. in AC16 human
cardiomyocytes (Bell et al., 2019). In our cellular model, LPS-
EK significantly decreased the expression of autophagic markers
(Atg5, beclinl, ULK). Autophagy has already been shown to play
an important role in EV biogenesis (Yang et al., 2021). This was
confirmed by a significant increase in p62 expression after LPS
treatment, as it has been shown that p62 protein accumulates
upon inhibition of autophagy (Lamark et al., 2009). Interestingly,
Liu et al. recently demonstrated a link between autophagy and
macrophage polarization, showing that inhibition of autophagy
induces the polarization of macrophages towards a pro-
inflammatory M1 phenotype (Liu et al, 2015), a phenotype
that we observed in our cells after treatment with LPS-EK.
Moreover, Zhao et al. have shown that autophagy contributes
to redox homeostasis, not only by clearing oxidized cellular
components, but also by promoting antioxidant defenses via
the p62/Keapl/Nrf2 pathway (Zhao et al., 2019). Therefore, a
deficiency in autophagy, as observed in our cellular model, would
decrease antioxidant defenses, which could also explain the
observed increase in oxidative stress.

We investigated whether EVs secreted by LPS-treated cells
play a role in VC by incubating VSMCs with EV-LPS. We show
that EV-LPS induces inflammation and oxidative stress in
VSMCs, with a significant increase in the expression of pro-
inflammatory cytokines (IL6, IL1B, TNFa). Assessment of the
inflammatory profile of the secreted EVs showed that EV-LPS are
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in fact enriched in these proinflammatory cytokines, consistent
with the M1 polarization of RAW cells observed after treatment
with LPS-EK. Cytokines are key players in cell-cell
communication and play important roles in several biological
processes, such as cell differentiation and inflammation. Various
secretory pathways are responsible for their release, such as the
classical ER/Golgi route and the unconventional pathway, also
known as unconventional protein secretion (UPS). Recently,
cytokines have been shown to be capable of reaching the
extracellular milieu via a novel secretory pathway through
EVs. Fitzgerald et al. thus showed that cytokine encapsulation
into EVs is a general biological phenomenon observed in vitro
and in vivo (Fitzgerald et al., 2018). Interestingly the profile of
such encapsulated cytokines changes in response to various
stimuli, suggesting that cytokine association with EVs is not
specific to any particular cytokine, as all cytokines can be
encapsulated. Tokarz et al. showed, for example, that the
association of specific cytokines with EVs is strongly
influenced by disease duration and treatment in diabetes
(Tokarz et al, 2015). Such an association between cytokines
and EVs appears to result from a specific physiological need,
depending on whether the cytokines act near the Ev-secreting
cells or at a distance. Indeed, Fitzgerald et al. (2018) showed that
tissue explants, in which cells are in proximity with each other,
secrete more soluble cytokine than cells in suspension, in which
cytokines are more highly associated with EVs to allow their
interaction with recipient cells at a distance. It is therefore
possible  that pro-inflammatory  cytokines from Ml
macrophages are carried by EVs secreted by these cells to
induce a pro-inflammatory microenvironment for recipient
cells, such as VSMCs. Moreover, several studies have shown
that inflammatory cytokines have biological effects in VSMCs
(Nilsson, 1993). For example, Barillari et al. showed that IL-1p,
TNF-a, and IFN-y released by activated immune cells enhance
the expression of a5p1 integrin, a fibronectin receptor, leading to
an increase in VSMC proliferation and migration, two
mechanisms required for the formation of atherosclerotic
lesions (Barillari et al., 2001). Our results also show that EV-
LPS induce oxidative stress, as demonstrated by increased ROS
production and decreased expression of antioxidant enzyme
genes. However, EVs from non-treated cells (EV-CT) were
also able to induce oxidative stress. Nevertheless, it is
worthwhile noting that we treated cells with equivalent
volumes of EV preparations. As LPS-treated cells secreted
fewer EVs than control cells, it is likely that using the same
volumes to treat VSMCs resulted in treating them with a lower
number of EV-LPS than EV-CT, thus underestimating the effects
of EV-LPS on VSMCs. These results confirm our hypothesis that
EVs secreted under pro-inflammatory and pro-oxidative
conditions are able to propagate inflammation and oxidative
stress to surrounding cells, such as VSMCs. Finally, EV-LPS
enhanced Pi-induced calcification of VSMCs by inducing the
VSMC osteogenic switch and decreasing expression of the
calcification inhibitor, MGP. These effects were intrinsic to
EVs, as LPS alone had no effect on calcification. Moreover, in
a similar manner, the study of Li et al. showed that the
conditioned medium of LPS-treated macrophages induces an
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osteogenic switch of valve interstitial cells by increasing OPN,
BMP-2, and ALP expression (Li et al., 2017). Furthermore, the
aforementioned study showed that the increase in IL-6, IL-1,
and TNF-a in the conditioned medium was associated with an
increase in the production of MMPs, which contribute to
extracellular matrix degradation, remodeling, and valve
calcification (Li et al., 2017).

Proteomic analysis highlighted the upregulation of three proteins
in EV-LPS relative to EV-CT: cis-aconitate decarboxylase (CAD),
plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1), and serum amyloid A-3
protein (Saa3). CAD, a mitochondrial enzyme encoded by
immunoresponsive gene 1 (Irgl) and involved in itaconate
production, is known to be upregulated in macrophages under
pro-inflammatory conditions (Basler et al, 2006; Németh et al,
2016; Tallam et al, 2016; Song et al, 2020). Itaconate has been
shown to be an immunoregulatory and anti-oxidant molecule
(Lampropoulou et al., 2016; Mills et al, 2018; Li R. et al, 2020;
Song et al., 2020). Itaconate has also been shown to promote IL-1f3
production and inflammatory apoptosis when administered at high
doses to bone marrow-derived dendritic cells (Muri et al., 2020). In
addition, the production of ROS can be mediated by Irgl induction
(Tan et al, 2016). In our study, EV-LPS were enriched in CAD. It is
thus possible that this enzyme may induce the production of itaconate
in VSMCs when transferred to the recipient cells via EVs, leading to
inflammation and oxidative stress. PAI-1 is known to inhibit the
action of plasminogen activators, such as tPA and uPA. First, several
studies have already shown the upregulation of PAI-1 expression in
LPS-treated cells (Wang et al, 2014; Ren et al, 2015) and an
immunoregulatory role for PAI-1 through the TLR4 signaling
pathway (Gupta et al, 2016). PAI-1 levels also increase under
oxidative conditions (Vulin and Stanley, 2004). The higher amount
of PAI-1 found in EV-LPS could be explained by macrophage
activation. Numerous studies have shown PAI-1 to be associated
with atherosclerotic lesions. Indeed, PAI-1 levels are high in
atherosclerotic coronary arteries (Schneiderman et al., 1992; Lupu
et al, 1993; Raghunath et al, 1995; Padr6 et al, 1997). PAI-1
expression was also found to be higher in CKD patients than
healthy individuals (Ouyang et al,, 2013). Furthermore, a number
of studies have shown that PAI-1 is linked to VC. The upregulation of
PAI-1 was, indeed, shown to be proportional to the calcium content in
65 calcified aortic valves (Kochtebane et al,, 2014). Another study
showed PAI-1 to positively correlate with vascular media thickness
and calcification (Ouyang et al., 2013). PAI-1 transported by EV-LPS
could thus participate in the aggravation of the VC process, as
observed under our experimental conditions. Finally, Saa3, a
member of apolipoproteins associated ~with  high-density
lipoprotein (HDL) in plasma, was only overexpressed in EV-LPS.
As for CAD and PAI-1, Saa3 was upregulated after LPS treatment
(Meek et al., 1992; Reigstad et al., 2009). Several studies have shown
Saa proteins to have cytokine-like activity and to be able to activate
several receptors, such as TLRs, and transcription factors, such as NF-
kB (Ye and Sun, 2015). In addition, a number of studies have
highlighted the role of Saa proteins in calcification (Tanaka et al,
2011; Ebert et al,, 2015; Zhang et al,, 2017). Saa proteins induce the
production of pro-inflammatory cytokines and the osteogenic
differentiation of mesenchymal stem cells via the TLR4 receptor
(Ebert et al., 2015). Zhang et al. also showed that Saa proteins can
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induce the VSMC osteogenic switch through the p38 MAPK signaling
pathway (Zhang et al,, 2017). Furthermore, Saa proteins can increase
calcium entry in human coronary artery smooth muscle cells (Tanaka
etal, 2011). Thus, it is possible that Saa3 transported by EVs increases
Pi entry into VSMCs and enhances the VSMC osteogenic switch.

In conclusion, we show a direct contribution of macrophages
in the microcalcification process via EV secretion, an alternative
pathway, in addition to the VSMC osteogenic switch. Indeed, EV-
LPS, enriched for molecules involved in inflammation, oxidative
stress, and VC mechanisms, were able to create an inflammatory
microenvironment for surrounding cells, such as VSMCs, which
in turn underwent an osteogenic switch, leading to increasing
calcification.  As  atherosclerotic ~ plaques  containing
microcalcifications are more susceptible to rupture and
cardiovascular accidents, this study suggests that EVs could be
used as non-invasive biomarkers to better stratify patients with a
high risk of CV. Moreover, such EVs could therefore also be a
therapeutic target to limit VC in patients.
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2 ANNEXE 2 : ABSTRACT “MICROGLIA-DERIVED
EXTRACELLULAR VESICLES PROMOTE NEUROPATHOLOGY IN
SANFILIPPO SYNDROME”

Durant ma troisieme année de these, j'ai eu le privilege de présenter en Février 2023
les premiers résultats in vitro obtenus sur la caractérisation du contenu des EVs isolées a partir
de la lignée cellulaire microgliale BV-2, au travers d’'une communication orale et d’un poster
lors du 19™¢ WORLD (We’re Organizing Reasearch on Lysosomal Diseases) symposium annuel
a Orlando, USA. Le résumé de cette présentation intitulée « Microglia-derived extracellular
vesicles promote neuropathology in Sanfilippo syndrome » est paru dans le journal Molecular
Genetics and Metabolism au méme moment. Lors de cet événement, jai également été
récompensée et j’ai regu le WORLDSymposium 2023 Young Investigator Award.

J’ai également eu 'occasion de présenter ces résultats lors du 1¢" YGCCD (Young Glial Cell Club

Day) auquel j’ai pu participer a I'organisation a Lyon, en Mai 2023.
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IRYCIS, Madrid, Spain, PBiology, Faculty of Medecine, Marrakech,
Morocco, “Université Cadi Ayyad, Marrakech, Morocco, “Hematology,
University Hospital La Paz, Madrid, Spain, °Servicio de Hematologia,
Hospital Universitario Ramén y Cajal - IRYCIS, Madrid, Spain, /Clinical
Chemistry, Marrakesh School of Medicine, Marrakesh, Morocco

Metachromatic leukodystrophy (MLD) is a recessive disorder
caused by mutations that inactivate both alleles of the ARSA gene,
encoding the lysosomal enzyme arylsulfatase A. We analyzed five
patients from two consanguineous Moroccan families with
neurological symptoms and signs suggestive of MLD. Biochemical
analysis of arylsulfatase A in urine showed pathologically reduced
enzyme activity in the probands as compared with their unaffected
siblings, as well as increased urinary excretion of sulfatides.
Subsequent next-generation sequencing (NGS) panel-based genetic
screening identified in the ARSA gene the known missense variant
€.640G > A (p.Ala214Thr) and the previously unreported splicing
variant ¢.854 + 1dupG, each segregating in one family as the cause
of the reduced arylsulfatase A activity that we had detected.
Furthermore, one of the patients harboured a single additional,
known pathogenic variant in each of the MANBA (underlying beta-
mannosidosis) and GNPTAB (underlying mucolipidoses II and III)
genes. These additional pathogenic alleles may influence metabolic
and clinical presentations. These are the first genetic variants
underlying MLD reported in the Moroccan population.

doi:10.1016/j.ymgme.2022.107073
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Development of high sustained IgG antibody titers against rhGAA
in patients with infantile Pompe disease is associated with a shift
toward Th2 immune activation

Ankit K. Desai®, Trevor D. Burt®, Brian Smith¢, John S. Yi¢, Amy S.
Rosenberg®, Priya S. Kishnani’, “Division of Medical Genetics,
Department of Pediatrics, Duke University, Durham, NC, USA, "Division
of Neonatology and the Children's Health and Discovery Initiative,
Department of Pediatrics, Duke University School of Medicine, Durham,
NC, USA, “Division of Neonatology, Duke University School of Medicine,
Durham, NC, USA, ®Division of Surgical Sciences, Department of Surgery,
Duke University School of Medicine, Durham, NC, USA, °EpiVax Inc.,
Providence, RI, USA, ‘Division of Medical Genetics, Department of
Pediatrics, Duke University Medical Center Durham, Durham, NC, USA

The efficacy of enzyme replacement therapy (ERT) with
alglucosidase alfa is limited in some patients due to the development
of high and sustained antibody titers (HSAT). The advent of immune
tolerance induction (ITI) protocols at the time of ERT initiation
prevents the development of HSAT and improves clinical outcomes
in infantile Pompe disease (IPD). To determine whether patients with
HSAT have unique immunological characteristics and to understand
the immune Kkinetics associated with ITI, we carried out
immunophenotyping of circulating cells by flow cytometry and
multiplex cytokine array. Forty carefully phenotyped IPD patients were
placed into three groups: (1) Treated with ERT alone and had low titers
(LT; <12,800) (n = 20), (2) ERT + ITI and had LT (n = 10), and (3) IPD
with HSAT (212,800) (n = 10). In patients with HSAT, we observed an
increase in Th2 cells (65.48 vs. 55.84%; P = 0.034) and decreased Th17
cells (1.01 vs. 4.49%; P<0.01) compared to LT patients. Th2 cell
percentage in HSAT patients was positively and significantly correlated
with the levels of Th2 (IL-4, IL-5, IL-13) and pro-inflammatory (ITAC, IL-
1B, MIP-1(3, TNF-at) cytokines. Decreased unswitched memory B cells,
myeloid dendritic cells, CD16 4+ CD56+ NK cells, and terminally
differentiated CD8+ TEMRA cells were observed in HSAT patients. A

higher percentage of CD16-CD56++ NK cells, CD4+ T cells, and TNF-a
was observed in the ERT 4 ITI group in comparison to the ERT
monotherapy group. A strong correlation between Th2 cells and
cytokines in HSAT patients confirms previously published studies in
mice that demonstrate an association between antibody formation
against ERT and Th2-type immune activation. These data further suggest
that adjunct treatments to block Th2 and/or pro-inflammatory cytokines
may potentially be considered for treatment in this patient population.
Further longitudinal studies are needed to better understand
mechanisms leading to both intact and broken immune tolerance in
the setting of ERT.

doi:10.1016/j.ymgme.2022.107074
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Sanfilippo syndrome (mucopolysaccharidosis type III, MPS III) is a
severe neurological disease that shares common features with adult
neurodegenerative disorders. In this syndrome, the progressive
accumulation  of  partially degraded heparan  sulphate
oligosaccharides (HSO) activates the production of pro-inflammatory
cytokines by astrocytes and microglia leading to severe
neuroinflammation and oxidative stress, in turn leading to neuronal
death. Consistent with our finding that abnormal extracellular HSO
accumulation do not induce a direct activation of primary neurons’,
we hypothesize that the triggering and the propagation of
neuroinflammation could be enhanced by the secretion of
extracellular vesicles (EVs) by the activated microglia, as previously
demonstrated in adult neurodegenerative disorders. The objective of
the present study was to characterize the cargo of microglia-derived
EVs in an in vitro model of MPS IIl. We first isolate EVs sub-
populations from culture supernatants of the murine BV-2 microglial
cell line treated with urinary GAGs from MPS III patients. By label-
free quantitative proteomic using LC-MS/MS and RNA sequencing
analysis, we showed that MPS-EVs are enriched with proteins and
miRNAs involved in the inflammatory response and more specifically
in neuroinflammation. On the other hand, MPS-EVs drive less
proteins and miRNAs involved in neurodevelopment pathways, like
axonal guidance, neuron differentiation or synaptogenesis. First
results obtained by treating primary cortical neurons with EVs
extracted from brain tissues of MPS IlIB mouse model showed a
higher level of apoptotic, oxidative stress and inflammation mRNA
markers compared to brain EVs extracted from wildtype mouse. Our
results strongly suggest that MPS-EVs can deliver specific molecular
messages to the surrounding naive cells and can actively participate
to the propagation of neuroinflammation in Sanfilippo syndrome.
MPS-EVs may also play a role in the regression and loss of cognitive
and motor skills that occurs in childhood, by directly deprive
neurons of neurodevelopmental molecules. 'Puy et al., Glia 2018.

doi:10.1016/j.ymgme.2022.107075
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3  ANNEXE 3 : POSTER “MICROGLIA-DERIVED
EXTRACELLULAR VESICLES PROMOTE NEUROPATHOLOGY IN
SANFILIPPO SYNDROME”

Plus tard, j'ai été sélectionnée pour présenter I'ensemble des résultats obtenus avec le
modele in vitro d’EVs de microglie MPS Il et proposés a la publication au mois de Mars 2024,
au travers d'un poster intitulé « Microglia-derived extracellular vesicles promote
neuropathology in Sanfilippo syndrome » lors du 1% symposium EViINS (EVs in nervous
systems) organisé par la société internationale des EVs (ISEV) a Rome, Italie en Décembre 2023.

J’ai également eu la chance de présenter ces résultats lors d’un short talk au cours du
6°™Me meeting organisé par la société francaise des EVs (FSEV) en ligne en Novembre 2023 ainsi
qu’au 17¢™¢ symposium international sur les MPS et les maladies associées a Wiirzburg,
Allemagne en Avril 2024 sous la forme de poster. Au cours de ce dernier congres, les travaux
exposeés sur ce poster ont été récompensés par une présentation orale puis par deux prix du
meilleur poster, un décerné par le comité organisateur du symposium et un par la fondation

« Brains for Brain ».
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MICROGLIA-DERIVED EXTRACELLULAR VESICLES PARTICIPATE TO NEUROPATHOPHYSIOLOGY IN SANFILIPPO SYNDROME ?
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EVs secreted by MPS lll-microglia carry a cargo of proteins and miRNAs that participate in inflammatory response and neuronal development

EFFECTS OF MPS Il = MICROGLIA-DERIVED EVS ON PRIMARY NEURONS MORPHOLOGICAL ORGANIZATION
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4  ANNEXE 4 : POSTER “BRAIN-DERIVED EXTRACELLULAR
VESICLES PROMOTE NEUROPATHOLOGY IN A MOUSE
MODEL OF SANFILIPPO SYNDROME”

Finalement, le travail de transcriptomique de neurones corticaux primaires traités par
des vésicules ex vivo isolées a partir de cerveaux de souris MPS IlIB nommé « Brain-derived
extracellular vesicles promote neuropathology in a mouse model of Sanfilippo syndrome » a
aussi eu l'opportunité d’étre présenté deux fois a la communauté scientifique. Lors du 1°"
symposium EViNS a Rome, Italie en Décembre 2023 puis au 17¢™¢ symposium international sur
les MPS et les maladies associées a Wirzburg, Allemagne en Avril 2024.

Ces résultats ont été illustrés puis présentés a l'oral par Katia Alileche —a présent étudiante en
these — que j’ai co-encadrée lors de son stage de M2 dans notre laboratoire et qui a participé

a la réalisation des expérimentations pour mener a bien ce projet.
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Brain-derived extracellular vesicles promote neuropathology in a mouse model of Sanfilippo syndrome
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v Effects and content of EVs change according to the stage of the disease
- EVs as surrogate biomarkers for monitoring gene therapy efficiency

v' EVs participate to the spreading of the disease in Sanfilippo syndrome
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Titre : Caractérisation des vésicules extracellulaires et étude de leur réle dans la neuropathologie de la mucopolysaccharidose de type il
Mots clés : Mucopolysaccharidose, Vésicules extracellulaires, Neurodégénérescence, Microglie, Héparane sulfate, Neuroinflammation

Résumé : La mucopolysaccharidose de type Il (MPS Ill) ou syndrome de Sanfilippo est une maladie pédiatrique rare, d’origine génétique, dite de
surcharge lysosomale (MSL) et causée par le déficit en enzymes impliquées dans la dégradation de I'héparane sulfate. Le diagnostic tardif et I'absence
de traitement curatif entrainent le décés de I'enfant avant I'age adulte. Cependant les derniers essais cliniques de thérapie génique chez des enfants
atteints de MPS Il de type B ont donné des résultats prometteurs. L'accumulation progressive d'oligosaccharides d'héparane sulfate (HSOs)
anormaux et partiellement dégradés dans le milieu extracellulaire, active directement la production de cytokines pro-inflammatoires par les
astrocytes et la microglie. La mise en place précoce d’'une neuroinflammation chronique conduit progressivement a la mort neuronale, a 'origine de
troubles neurodégénératifs sévéres et irréversibles.

Les mécanismes cellulaires liés a la propagation de la neuroinflammation ne sont pas encore élucidés, et une des hypothéses est qu’elle pourrait étre
médiée par la sécrétion de vésicules extracellulaires (EVs). Chez I'adulte atteint de troubles neurodégénératifs, des travaux récents ont démontré que
les EVs provenant de cellules activées et notamment de la microglie, sont chargées d’un contenu moléculaire pathologique spécifique et suscitent un
vif intérét lié a leur utilisation comme biomarqueurs. L'objectif de mon projet de these est d’investiguer la contribution des EVs dans la
physiopathologie de la MPS llI, par i) I'analyse de la composition en protéines et en ARNs des EVs-MPS lll et ii) I'évaluation de la réponse biologique
des neurones corticaux primaires naifs au message transmis par ces EVs-MPS IIl. Dans ce but, j'ai isolé et étudié les EVs provenant de deux modéles
de la maladie, le surnageant d'une lignée microgliale activée avec des HSOs de patients MPS Il1 et les tissus cérébraux du modéle murin MPS I11B.

Par l'analyse de la composition en protéines et micro ARNs des EVs, j'ai pu mettre en évidence que les EVs-MPS Il transmettent aux cellules
réceptrices du systeme nerveux central (SNC) un cargo altéré et spécifique impliqué dans la réponse inflammatoire et dans le développement
neuronal. Ensuite, grace a des expériences de transmission des EVs-MPS Il sur des neurones sauvages corticaux primaires, j'ai pu démontrer, par
microscopie a fluorescence, que la morphologie des compartiments somato-dendritiques est fortement altérée. Ensuite, en utilisant des EVs isolés de
cerveaux de souris MPS [IIB agées de 1 mois, 4 mois et 8 mois, j'ai montré que les EVs induisaient une signature transcriptionnelle des neurones
différente en fonction des stades de la maladie.

En résumé, ces résultats suggerent fortement que chez les patients atteints du syndrome de Sanfilippo, les EVs participent activement a la
progression de la pathologie et au dysfonctionnement des neurones, certainement par la propagation de l'inflammation et l'altération des
mécanismes de neurotransmission. Mon travail de thése a permis de décrire dans nos modéles, que les EVs-MPS Il transportent un contenu
spécifique et caractéristique de la pathologie et de son évolution. Ces découvertes offrent la perspective d’utilisation des EVs comme biomarqueurs
d’évaluation de I'efficacité thérapeutique pour les patients inclus dans les futurs essais cliniques.

Title: Characterization of extracellular vesicles and study of their role in the mucopolysaccharidosis type Ill neuropathology
Key words: Mucopolysaccharidosis, Extracellular vesicles, Neurodegeneration, Microglia, Heparan sulfate, Neuroinflammation

Abstract: Mucopolysaccharidosis type Il (MPS 1lI) or Sanfilippo syndrome is a rare pediatric inherited disease classified as a lysosomal storage
disorder (LSD), caused by the deficiency of enzymes involved in the degradation of heparan sulfate (HS). Late diagnosis and lack of curative
treatment lead to the death of the child before adulthood. However, the latest gene therapy clinical trial in children affected by MPS Ill type B have
showed promising results. The progressive accumulation of abnormal and partially degraded heparan sulphate oligosaccharides (HSOs) in the
extracellular space, directly activates the production of pro-inflammatory cytokines by astrocytes and microglia. The early onset of
neuroinflammation leads progressively to neuronal death, causing severe and irreversible neurodegenerative deficiencies.

The cellular mechanisms involved in the propagation of the neuroinflammation remains to be elucidated, and one hypothesis is that it could be
mediated through the secretion of extracellular vesicles (EVs). In adults with neurodegenerative disorders, recent works demonstrated that EVs,
derived from activated cells and in particular from microglia, are loaded with specific pathological molecular content and are arousing great interest
for their use as biomarkers. The objective of my PhD is to investigate the contribution of EVs in the pathophysiology of MPS 111, by i) analyzing the
composition in proteins and RNAs of MPS IlI-EVs and ii) studying the biological response of naive primary cortical neurons to the message
transmitted by these MPS III-EVs. For this purpose, | isolated and studied EVs from two models of the disease, the supernatant of a microglia cell line
activated by HSOs of MPS Il patients and the brain tissues of the MPS 11IB mouse model.

By analyzing the proteins and micro RNAs composition of EVs, | was able to demonstrate that MPS I1I-EVs transmit to the recipient cell of the central
nervous system (CNS) a specific and altered cargo involved in inflammatory response and in neuronal development. Then, through transmission
experiments of MPS IlI-EVs to wild-type primary cortical neurons, | was able to demonstrate by fluorescence microscopy, that the morphology of
somato-dendritic compartment is strongly altered. Then, using MPS IlI-EVs isolated from MPS I1IB brains of mice aged of 1 month, 4 months and 8
months, | showed that EVs induced a different transcriptional signature of neuron depending on the stages of the disease.

To summarize, these results strongly suggest that in patients with Sanfilippo syndrome, EVs actively participate to the neuron pathology and
dysfunction, certainly through the spreading of inflammation and the alteration of neurotransmission mechanisms. My PhD work is the first report
on the content of EVs released by MPS IIl microglia and reveals a disease-associated signature, providing a framework for future studies on
biomarkers to evaluate efficiency of emerging therapies.
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