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Abréviations

Principales abréviations

AICD : amyloid intracellular domain

APP : amyloid precursor protein

ATP : Adénosine triphosphate

BAPTA-AM : 1,2-Bis(2-aminophenoxy)ethane-N,N,N’'N&traacetic acide tetrakis couplé a une
groupement acétoxy-méthyl ester

BMP : bis monoacylglycérol phosphate (autre norBPR)
CMH : complexe majeur d’histocompatibilité

CNQX : 6-cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione

CTF : C-terminal fragment of APP

DOC : Déoxy-cholate

DRM : detergent resistant membrane

EEA-1 : early endosomal antigene-1

EGF : epidermal growth factor

EGTA-AM : Ethylene glycol-bis(2-aminoethylether)MIN’,N’-tetraacetic acid — acétoxy-méthyl ester
FGF : fibroblast growth factor

GABA : acidey-aminobutyrique

HPTS : 8-hydroxypyrene-1, 3, 6-trisulfonique acid
I-CAM : intercellular adhesion molecule

ILV: intraluminal vesicles

LAMP 1 et 3 : lysosomal associated membrane protein
LBPA : lyso-bis-phosphatidic acid, (autre nom : BMP)
LFA-1 : leucocyte function-associated molecule 1
MK-801 : Dizocilpine hydrogen maleate, (5R, 10S)-$+méthyl-10,11-dihydro-5H-
dibenzo[a,d]cyclohepten-5,10-imine hydrogen maleate
MVB : multivesicular bodies

MVE : multivesicular endosomes

PFA : paraformaldéhyde

PI(3)K : phospho-inositide 3 kinase

PI(3)P : phosphatidyl-inositol 3 phosphate

Prion : proteicaneous infectious particles

PVDF : polyvinyl diméthyl Fluoride

SDS : Sodium Dodécyl Sulfate

TR : récepteur a la transferrine

TNF : tumour necrosis factor



Introduction

Premiére partie : La voie endocytaire

l. De la surface cellulaire a la dégradation

L’expression des protéines transmembranaires arface des cellules est la résultante
d’un équilibre entre les mécanismes d’apport elégradation. L'apport est assuré par la voie
de synthése et de sécrétion, et le retrait paoi endocytaire (fig. 1). Ces deux mécanismes
jouent un role déterminant dans de nombreux prosed$sologiques, en régulant les

interactions de la cellule avec son environnemegt@rieur.

1. Endosomes de tri

Les protéines membranaires, apres leur traductems de réticulum endoplasmique,
maturent dans l'appareil de Golgi, puis sont enegydans des vésicules de sécrétion qui
fusionnent avec la membrane plasmique. Les praémembranaires se retrouvent alors
ancrées a la surface cellulaire. Ces protéiness maisi les lipides de la membrane, subissent
ensuite un renouvellement constant. lls sont ialesés dans des vésicules d’endocytose, et
envoyeés vers les endosomes précoces, compartirdanss lesquels s’effectuera un tri des
protéines « a dégrader » et des protéines «a s¥cydfig. 2). Les endosomes précoces sont
caractérisés par une forme tubulo-vésiculaire tBpaur la premiére fois a la fin des années
1980 (Geuze et al, 1987, Gruenberg et al, 198§) 3)i. A ce niveau, la voie par défaut est la
voie du recyclage vers la membrane plasmique. l&menhts destinés a étre recyclés se
concentrent dans les parties tubulaires de I'endesprécoce qui se détachent pour donner
les endosomes de recyclage. En revanche, les qeeté&jui portent un signal positif de
dégradation vont au contraire s’accumuler dansaléigovacuolaire de I'endosome précoce.
Elles sont regroupées dans des zones de membranéourgeonnent des vésicules (ILV,
intraluminal vesiclesqui se détachent dans le lumen de I'endosomee @attie vésiculaire
donne naissance aux corps multivésiculaires (MRBItivesicular bodies compartiments

intermédiaires de transport entre les endosomés eldes compartiments de dégradation.
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2. Endosomes multivésiculaires et dégradation

Les premiéres observations de compartiments maitiukaires en provenance des
endosomes précoces datent de la fin des annéeSr86nperg et al, 1989, Aniento et al,
1993). Les chercheurs observent l'existence dimésliaires multivésiculés entre les
endosomes précoces et les compartiments plusga@ds compartiments de transport ne
peuvent ni fusionner entre eux, ni avec les endesoprécoces, mais ont la capacité de

fusionner avec les compartiments tardifs, de mardépendante des microtubules.

Les corps multivésiculaires mesurent 200 a 500nndidmeétre et sont remplis de
vésicules intraluminales d’'une taille de 50 a 10Qfign 3). En 2008, Falguiéres et al ont
purifié des endosomes sur gradient de sucrosetia garsurnageants post-nucléaires (PNS)
de cellules BHK-21 lfaby hamster kidngyet ont mesuré l'incorporation d’'un marqueur
fluorescent, le HPTS (8-hydroxypyréne-1,3,6-trisnljue acid), a [lintérieur de ces
endosomes. Par cette méthode, ils évaluent quej,leet formation d’'une ILV serait

approximativement de 7,5 minutes.

» Lipides et protéines caractéristiques

- Les MVB concentrent certains lipides par rappauik autres membranes de la
cellule, comme le PI(3)P (Phosphatidyl Inositol I8pphate), des sphingolipides
(gangliosides (GM1) et céramides) et le cholestdla@xiste également une grande richesse
en LBPA (lysobis-phosphatidic acid), qui semble exclusivement prédans les MVB. La
présence de ces lipides rendrait la membrane d¥ssknsible aux hydrolases acides

contenues a l'intérieur des lysosomes et faciliteiasi leur dégradation (Piper et al, 2007).

Le PI(3)P est enrichi du coté cytosolique de la mm@me limitante du MVE et
aussi dans les ILV. Le PI(3)P est observé daneridesomes plutbt précoces, et il
disparait plus tardivement dans la voie.

% La concentration du LBPA (également appelé BMP gduiarmonoacylglycérol
phosphate) augmente de 1 a 15% entre les endosméwxces et tardifs dans la
lignée BHK paby hamster kidng¢yEn 2006, une étude de White et al montre qu’il
existerait en réalité plusieurs classes de MVB,nu&phologie similaire mais

certains seraient riches en LBPA, et d’autres g@mtiendraient pas.
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La plupart du cholestérol présent aux endosomegresiyé dans les vésicules
intraluminales (Wubbolts et al, 2003).

- Parmi les protéines enrichies dans les endosamég/ésiculaires, on trouve Lampl
(lysosomal associated membrane protejindusieurs petites GTPases monomériques dont
Rab7, des tétraspanines (protéines a 4 domainesnteanbranaires) comme CD63

(également appelée Lamp3).

Les MVE migrent de la périphérie vers le centrelaleellule le long des microtubules
grace a leur association avec la dynéine, un moteoleculaire qui les ancre sur les
microtubules. Le cytosquelette d’actine jouera@lément un role dans cette mobilité. Dans
la littérature, la distinction entre MVB et endosssrtardifs n’est pas bien claire. Les MVB
sont décrits soit comme des compartiments interam@di entre endosomes précoces et
tardifs, soit comme des compartiments capablesisieriner directement avec les lysosomes.
Endosomes tardifs et MVB peuvent étre regroupéss stei terme d’endosomes
multivésiculaires (MVE). La fusion des MVE avec lgsosomes aboutit a la destruction des
vésicules intra-luminales et de leur contenu. Laceatration des protéines a dégrader dans
ces ILV permet de les mettre directement en coraaet les hydrolases qui se trouvent dans

le lumen du lysosome.

En marge de cette voie classique de dégradatioa, &€ montré que les endosomes
multivésiculaires peuvent également fusionner degemembrane plasmique, déversant les
microvésicules qu’ils contiennent dans le miliedrasellulaire (fig. 2). Ces microveésicules
retrouvées dans les fluides extracellulaires ewvgmant de compartiments intracellulaires

endosomaux sont appelées exosomes.

1. Les exosomes
1. Premieres observations

En 1981, Trams et al décrivent des microvésiculesi@m environ sécrétées par
plusieurs types cellulaires placés en culiareitro (Gliome C-6, neuroblastome N-18). Elles
sont enrichies en sphingolipides et en phosphagjblyinsaturés. La composition lipidique
et protéique de ces vésicules differe significatieat de la membrane plasmique, ce qui
suggere qu’elles ont une origine différente. Letutas libéreraient dans ces microvésicules

certaines activités enzymatiques, comme la 5 miiclése, une enzyme ancrée dans la
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membrane par un groupement GPI (Glycosyl-Phospfidtidsitol), qui clive les nucléotides
extracellulaires en nucléosides perméables aux mereb. Cette équipe est la premiere a
suggérer le terme d’exosomes pour désigner ceswéisicules sécrétées par les cellules dans

le milieu extracellulaire et qui ne proviendraipas directement de la surface cellulaire.

2. Origine des exosomes

L'origine endocytaire de ces microvésicules estnaga en 1985, lorsque les
premieres figures de I'exocytose de vésicules d'eheguantaine de nanometres sont
observées en microscopie électronique dans dasesilte réticulocytes chez le mouton (Pan
et al, 1985). L’endocytose du récepteur a la temisie (TfR) est suivie grace a un marquage
en surface par des billes d’or. Le marquage seerdre dans les microvésicules a l'intérieur
de MVE, tandis qu’il n’est plus présent a la memileréimitante. lls observent que certains
MVE fusionnent avec la membrane plasmique, etdibeainsi dans le milieu extracellulaire
les vésicules de 50 a 100nm portant les TfR margués les billes d’or (fig. 4). Ce processus
intervient lors de la maturation des réticulocytts permet la sécrétion du TfR, mais
également de I'acétylcholinestérase (AchE), ungmezcouplée a une ancre GPI. Johnstone
et al émettent I'hypothése que la sécrétion des@res représenterait pour ces cellules un
moyen de se débarrasser de protéines membranainélte n'a plus besoin et de pallier
ainsi a la perte des lysosomes qui se produitderdgur maturation (Johnstone et al, 1987).

Cependant, en 2006, une équipe qui travaille slign&e de lymphocytes T Jurkat, a
observé la formation de vésicules rassemblant $dete caractéristiques exosomales, a partir
de la surface cellulaire. La membrane plasmiquserablerait dans des micro-domaines des
protéines endosomales et exosomales (CD63, CD8hplaet Alix). Des coupes de ces
cellules observées en microscopie électronique maontparfois un &udding» de la
membrane plasmique vers I'extérieur, d'une centdmeanometres de diametre, a partir de
ces micro-domaines (Booth et al, 2006). Ces rdsukaggerent que dans certains types
cellulaires, la membrane plasmique pourrait donmassance directement a des vésicules
apparentées aux exosomes, en rassemblant les &éngmessaires a la formation des ILV

des endosomes.
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3. Caractéristiques

Il existe plusieurs types de vésicules membranaiéesétées par les cellules (fig. 5).
Les microvésicules et les particules membranaioed directement formées a partir de la
membrane plasmique, au contraire des exosomesmjupaur origine les endosomes. La
distinction entre ces vésicules qui sont toutemoueEes dans le milieu extracellulaire est

basée sur leurs caractéristiques a la fois morpgleples, protéomiques et lipidomiques.

Les exosomes se distinguent par leur taille (da 300nm en fonction des cellules), et
par une forme particuliere et homogene, ronde letiapau centre (en « hématie », fig. 6). lls
flottent sur gradient de sucrose a une densité dempntre 1.12 et 1.19 g/ml. Enfin, de part
leur origine endosomale, ils contiennent des pme&iet des lipides caractéristiques distincts

de la membrane plasmique.

a) Protéines

En 1986, Kassis et al purifient des exosomes ar plrisurnageants de gliomes de rat.
lIs mettent en évidence la présence de protéinEs@Gionnellement actives et de récepteurs
membranairesp-adrénergiques. Les années suivantes, différenigspes décrivent la
sécrétion d’exosomes par de plus en plus de tygpledaires, comme les cellules du systeme
immunitaire et les cellules épithéliales. De nombes protéines sont retrouvées dans les
exosomes. Certaines sont spécifiques du type agbuld’autres sont communes a tous les
exosomes quelque soit la cellule qui les sécrees &xosomes ne contiennent pas de

protéines nucléaires, mitochondriales, du réticutindoplasmique ou de I'appareil de Golgi.

En 2009, Théry et all( Immunol) proposent un schéma récapitulatif des principales
protéines trouvees dans les exosomes sécrétésysaes types cellulaires répertoriés dans la
littérature, et retrouvés dans des fluides biologg(fig. 7). Dans 50% des études sur les

exosomes, ont été trouvées :

- des protéines d’adhésion: MFG-H8ilk fat globule-EGF factor Vl)let intégrines

- des tétraspanines

- les molécules impliquées dans la présentation idgiamé : CMH | (et CMH |l dans
30% des exosomes répertoriés dans la littérature)

- des chaperonnes : Hsp70, Hsp90
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- des molécules du cytosquelette ou associées asqempiette : Actine, Tubuline,
protéine ERM (Ezrine, radixine et moésine)

- des protéines de signalisation intracellulaireatéine Gi, 14-3-3

- des protéines impliquées dans le trafic membranaies GTPases monomeériques
Rab, et des annexines

- des protéines impliquées dans la voie endocytaix; la clathrine, Tsg101 et la
flotilline.

- des protéines impliqguées dans linitiation de lathgse protéique : EEF1A1
(Eukaryotic translation elongation factor

- des enzymesdu métabolisme cellulaire: pyruvate addn GAPDH

(Glyceraldehyde 3-phosphate deshydrogenase-actgatiotein

Parmi les protéines recensées dans les exosomgmubrdistinguer celles qui sont
spécifiguement enrichies dans les fractions exokssmpar rapport aux autres vésicules
sécrétées par les cellules : la flotilline, AliXD&3 (tétraspanine), et Tsgl01l. Ces protéines
sont impliquées dans les mécanismes de formatisrildéa l'intérieur des MVB, et seront
détaillées dans le paragraphe lll, Mécanismes mtdi&es a la base de la voie endocytaire
(page 28). On compte également hsp70 et le réaepté transferrine parmi les protéines
enrichies dans les exosomes. Dans les expérieteeprotéines sont classiqguement utilisées

comme marqueurs exosomaux.

b) Lipides

Subra et al en 2007 ont détaillé la compositiomdique d’exosomes provenant de
divers types cellulaires Leur but était de recdusti des « exosomes de synthése », pour
pouvoir véhiculer des molécules curatives. Leudéta permis de montrer qu’il existe des
difféerences en fonction de Il'origine cellulaire desosomes. On peut cependant retrouver

entre les exosomes une richesse commune en :

- phospholipides : les exosomes contiennent beaudeyghospholipides saturés, de
phosphatidyl-éthanolamine et des glycéro-phospluan

- sphingolipides : on trouve la sphingomyéline, désamides (Trajkovic et al,
2008), et des gangliosides (GM1, GM3)

11
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- cholestérol : les exosomes sont particulierementhes en cholestérol.
L’enrichissement par rapport a la membrane plaseniquie en fonction des types

cellulaires

La présence de LBPA dans les exosomes est corgém/eUne équipe a détecté des
microvésicules d’'une centaine de nanométres attachda surface de cellules dendritiques
folliculaires en culture, qui contiennent des t&t@nines et du LBPA (Denzer et al, 2000).
Cependant, d’autres analyses lipidomiques d’exospméalisées a partir de surnageants de
lymphocytes B, montrent qu’ils ne contiennent pad.BPA (Wubbolts et al, 2003, Subra et
al, 2006).

De méme que pour les protéines exosomales, catedimont impliqués dans les
processus de formation des exosomes au niveaundlesames multivésiculaires et seront

détaillés dans la partie Ill, p. 28).

4. Invivo

La grande majorité des travaux sur les exosomeséadisée sur des cellules en
culture. Plus récemment, des vésicules avec desactéastigues protéomiques,
densitométriques et morphologiques similaires aMpsemes sécrétés vitro ont été
retrouvées dans divers fluides biologiques. Leshemthes dans ce domaine visent

essentiellement & trouver des marqueurs de paibeladgtectables d’'une maniére non

invasive pour les patients.

- le liguide séminal collecté dans I'épididyme diidr adulte contient des vésicules de
taille homogéene d’une cinquantaine de nanometmgenant des protéines a ancre GPI (Gatti
et al, 2005).

- le liquide cérébro-spinal (céphalo-rachidien)lgwé chez la brebis contient des

exosomes portant la protéine du Prion cellulaife ®fella et al, 2008).

- le plasma sanguin humain contient également descwes rassemblant les
caractéristiques exosomales, et contenant un egepuu TNF (TNFR1,Tumor Necrosis
Factor Receptdr impliqué dans les mécanismes de mort cellulanesi qu’'un récepteur
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nucléaire appelé PPARPéroxysome proliferator activated receptqui joue un réle dans la
différenciation et la prolifération des adipocyfesoze et al, 2009).

- on peut trouver dans l'urine humaine des exosomeedermant des protéines

marqueurs du cancer de la vessie et de nombretesayndromes (Pisitkun et al, 2004).

Méme si la fusion des endosomes multivésiculaives & membrane plasmique n’a
pas encore été montréa vivo, la présence dans les fluides biologiques de wiesic
rassemblant les caractéritigues exosomales mon&dagsécrétion des exosomes n’est pas un

artefact de culture comme certains I'avaient emésau départ.

5. Régulation de la sécrétion des exosomes

a) Calcium

Plusieurs études suggerent tres fortement qualdaum intracellulaire jouerait un réle
dans I'étape de fusion des MVE avec la membrarsptaue.

P2X7R est un récepteur-canal a purines de la andiés P2X. Ces récepteurs
ubiquitaires sont présents a la membrane plasmigugeuvent étre activés par 'ATP
extracellulaire (Rassendran et al, 1997). Leurvatttn ouvre un canal laissant entrer le
calcium et le sodium, ce qui dépolarise la membrdeela cellule et déclenche des
mécanismes intracellulaires calcium-dépendants. ©espteurs sont impliqués dans de
nombreux phénomeénes, comme la contraction cardiamuele tonus vasculaire. lls
interviennent également dans le systéme immunjtage stimulant la production
d’interleukines ou en actionnant la lyse de cedlutdectées par des bactéries. L'activation de
ce récepteur par incubation de macrophages erresilavec de I'ATP stimule en 15 minutes
la sécrétion d’exosomes. La méme expérience réabsé des macrophages provenant de
souris KO pour le gene de P2X7R ne provoque pasgdiantation de la sécrétion des
exosomes (Qu et al, 2009). Le fait que les exosoaiest été récoltés aprés des temps
relativement courts suggére que l'augmentationaleiuun cytosolique permet d’augmenter

directement la fusion des MVE existants dans luleehvec la membrane plasmique.
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D’autres études se sont également intéresséedeadur@alcium dans la sécrétion des
exosomes, mais sur des temps cette fois plus I@ass la lignée K562, l'incubation des
cellules pendant 7 a 15h avec les ionophores A284@tifique du calcium) ou la monensine
(ionophore du Naet du C&") augmente la sécrétion de marqueurs exosomaaxieverse,
l'utilisation du chélateur de calcium intracellu@i BAPTA-AM diminue cette sécrétion
(Savina et al, 2005). Enfin, la régulation de laréton exosomale par le calcium a aussi été
démontrée dans les cellules du trabéculum de |Geis cellules, situées entre la cornée et
l'iris, liberent des exosomes contenant une pret&@ppelée Myociline, dont des mutations
sont en cause dans les cas de glaucomes. L'inonbddi ces cellules mises en culture avec la
ionomycine, un autre ionophore pour le calciumypgue une augmentation de la sécrétion
d’exosomes (Hoffman et al, 2009). Une élévationcdicium intracellulaire semble donc

accroitre la production d’exosomes par ces cellules

Le calcium contenu dans le réticulum endoplasmpmuerait également intervenir. La
thapsigargine, qui bloque la recapture dd'@ans le réticulum endoplasmique, augmente la
concentration en calcium dans le cytosol et acéoniement la sécrétion des exosomes. De
méme, la fixation de la transferrine sur son rémepéactive la phopholipase C, ce qui produit
de I'lP3 (Inositol 1, 4, 5-triphosphate) dans leospl et provoque la libération de calcium a

partir du réticulum et augmente la quantité d’exoes sécrétés (Savina et al, 2003).

L'ensemble de ces résultats suggére une implicationcalcium, d’origine soit
extracellulaire, soit intracellulaire, dans la puotlon des exosomes. Le calcium pourrait
intervenir a différents niveaux : au moment dedaége des ILV dans I'endosome, et dans les

étapes nécessaires a la fusion des endosomeséniditilaires avec la membrane plasmique.

b) Activité cellulaire

Dans le cas des lymphocytes B, la production d'emes est sous la dépendance de
cytokines (Interleukine 4, ou IL-4) et de l'activat de récepteurs de surface (CD40, BBR (
cell Receptoy). Les cellules ne sécretent pas d’exosomes tamierécepteur de I'lL-4 et la
molécule de co-stimulation CD40 ne sont pas actilzasproduction et/ou la sécrétion des
exosomes seraient dont stimulées ici par des dsnit@ercellulaires, directs ou a distance,

qui activent la cellule (Saunderson et al, 2008).
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Arita et al en 2008 ont de leur c6té montré quedeastacts intercellulaires entre
lymphocytes T et B, ou la stimulation des lymphesytB par incubation avec des
immunoglobulines de type IgM, stimulent leur protlme d’exosomes. Au hiveau
intracellulaire, une inhibition de la voie NB, qui est une voie de signalisation commune aux
stimuli extracellulaires précédents, réduit la é8on de marqueurs exosomaux et des

molécules du CMH associées aux exosomes (Aritg 20@8).

Ces mécanismes de régulation relient tres claireiaamtivité des lymphocytes B a la
production des exosomes. La stimulation des lymytiescpar les cytokines, ou par contacts
intercellulaires, et l'activation de la voie NB impliguée dans la survie et la croissance

cellulaire, déclenchent une augmentation de laymtaoh des exosomes.

6. Fonctions des exosomes

Durant ces vingt derniéres années, de nhombreusdeséont révélé que la plupart des
cellules en culture sécrétent des exosomes, coramexemple les plaquettes (Heijnen et al,
1999), les cellules endothéliales (Van Niel et28103), de nombreuses cellules du systéme
immunitaire, et les cellules tumorales. L'étude ldesécrétion des exosomes dans ces
systémes a révélé que les exosomes n'ont pas sntlem réle d’évacuation de protéines
obsoletes comme cela semble étre le cas pourtleglogytes, mais qu’ils peuvent également
jouer un réle clé dans la communication intercalhal et la propagation de divers messages a

travers l'organisme.

a) Voie alterne de sécrétion de protéines

La voie classique de sécrétion des protéines pardiules se fait via le réseau trans-
golgien. Les protéines destinées a étre sécretssegent un peptide signal, qui est reconnu
par une SRPs{gnal recognition particlglors de la traduction de la protéine par lessdroes
dans le cytosol. La SRP posséde un récepteur aauwigu réticulum endoplasmique, et la
fixation du complexe protéine-ribosome-SRP surémepteur provoque la translocation de la
protéine dans le lumen du réticulum. La protéimmgite ensuite du réticulum a I'appareil de
Golgi, ou elle subira une maturation post-tradusciglle, puis sera envoyée dans les vésicules

de sécrétion qui se forment a partir de la membdané&olgi. Les vésicules de sécrétion
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fusionnent avec la membrane plasmique, libérans damilieu extracellulaire les protéines

solubles, et apportant a la membrane plasmiquerté8ines membranaires.

Il existe cependant des protéines qui sont sé&gépar les cellules mais qui ne
possedent pas de peptide signal, qui sont donaitesddans le cytosol et sont sécrétées par
une voie alterne indépendante de I'appareil de iGolg

L'interleukine 1 (IL-1) est une cytokine sécrétéar ples monocytes et les
macrophages, deux cellules du systéme immunitaire,d’'une réponse inflammatoire. Il en
existe deux variantsy et B, et tous deux ne possédent pas de peptide sigms kur
séquence. En 1990, Rubartelli et al montrent quie-1p est sécrétée par une voie
indépendante de la voie classique de sécrétion @@ par d’autres cytokines (IL-6,
TNFa). La sécrétion d’IL-B serait en revanche stimulée par une augmentatiocattium
cytosolique. En 1999, Andrei et al réalisent desfipations de compartiments endocytaires
et remarquent que I'IL{l colocalisent avec le marqueur endosomal Lamg&ogomal
associated membrane proteif. Puis en 2007, Qu et al avancent I'hypothese Iduel
pourrait étre emmenée dans les ILV lors de leuné&tion et donc par la suite sécrétée par la
voie exosomale. En effet, ils observent que la&ior d’'IL-1f est régulée par la stimulation

de P2X7R, et suit la sécrétion des exosomes.

Le FGF-2 fibroblast growth factor est également sécrété par les cellules suivant un
voie non classique. Il intervient dans la prolitéra cellulaire pendant I'embryogénéese, mais
aussi lors de I'angiogénése tumorale. Il ne posgedede peptide signal, mais pourtant une
forme courte du FGF-2 de 18kDa est sécrétée pamodebreuses tumeurs. Sa sécrétion
semble étre dépendante de I'ATP (Ceccarelli e2@0,7). En immunofluorescence, le FGF-2
colocalise avec CD63 qui marque les endosomeddaktifin, en immunogold, Ceccareli et
al ont montrent la présence de FGF-2 dans les MMBseexosomes des cellules tumorales,

en colocalisation avec hsp70.

b) Communication intercellulaire

» Transfert de protéines entre cellules

De plus en plus d’études montrent que les cellsted capables de s’échanger des

protéines membranaires et solubles par la voie cemake. En particulier, les cellules
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immunitaires sécrétent des exosomes qui leur pentetle déclencher entre elles des
réponses spécifiques. D’autre part, les cellulesorales sécrétent des exosomes capaibles
vivo d’interférer avec le systeme immunitaire afin djgoher la mise en place d’'une réponse

anti-tumorale.
Activation d’'une réponse immunitaire anti-tumorale

Le systéme immunitaire est constitué de deux basgielimmunité innée, représentée
par des cellules capables de phagocyter la plugest pathogénes qui entrent dans
'organisme (macrophages, cellules dendritiqued), I'enmunité spécifigue, due aux
lymphocytes B et T. L'activation des lymphocytesest restreinte par la présentation des
antigénes (Ag) en association avec des moléculesothplexe majeur d’histocompatibilité
(CMH) de type | et Il. Le déclenchement de la régoimmune spécifique se fait au niveau
des cellules présentatrices d’antigene (CPA), conteselymphocytes B et les cellules
dendritiques, qui sont capables d’appréter leggangs et de les présenter a leur surface en
association avec du CMH 1 ou Il pour activer lesphocytes T. Les LT sont de deux types :
les CD4, ou LT helper, sont activés par des complexes Ag-CMH I, et veétréter des
cytokines pour orchestrer la réponse immunitairecsiguement contre I'antigéne. Les LT
CDS§', ou LT cytotoxiques, sont activés par les Ag pnéése sur des CMH 1, et vont ensuite

induire la destruction des cellules infectées pangle par un virus.

La premiére étude sur les exosomes sécrétés paellakes immunitaires a été réalisée
en 1996 par Raposo et al. L’équipe observe qu'igreeé de lymphocytes B en culture
sécrete des exosomes, qui contiennent des molécules complexe majeur
d’histocompatibilité de classe Il (CMH 1l). Les esames sécrétés par cette lignée de
lymphocytes B incubée avec des antigenes provetemiycobactéries sont capables a eux
seuls d’activer la prolifération de lymphocytes DA en culture, tandis que des exosomes
sécrétés par des cellules B naives n’induisentets prolifération. Ces résultats précurseurs
ont montré que les exosomes étaient porteurs deages qu'’ils pouvaient transmettre entre
les cellules.

Les années suivantes, d’autres chercheurs sergérégsés aux mastocytes, qui sont des
cellules a granules du systéeme immunitaire inreéhatsées dans les tissus de I'organisme, et
impliquées en particulier dans les phénomenes gallees. Ces cellules sécretent des

exosomes qui contiennent des molécules de clas&&MH II), les protéines chaperonnes
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hsp60 et 70, des facteurs de co-stimulation (CD86)es protéines d’adhésion cellulaire
LFA-1 (leucocyte function-associated molecul¢ &t [-CAM (intercellular adhesion
moleculg (Skokos et al, 2001). Lorsque les mastocytesisonbésn vitro avec un antigene,
cet antigene est ensuite sécrété par les exosemassociation avec les chaperonnes hsp60 et
hsp70.In vivo, I'administration a des souris naives d’exosomeststocytes préincubés
avec un antigéne provoque une maturation des eslldéndritiques, qui augmentent leur
production de CMH Il et de facteurs de co-stimolatiLes cellules dendritiques sont ensuite
capables d’activer des lymphocytes en leur préaeiga peptides qui ont été apportés par les
exosomes (Skokos et al, 2003). Cette implicatios m@stocytes dans la mise en route de
'immunité spécifiqgue n’avait encore jamais étéritéc De plus, cette étude montre que les
exosomes peuvent transférer des protéines a dakeseajui sont capables de les utiliser pour

déclencher une réponse immunitaire.

Une grande partie des études sur les exosomestéseqar les cellules du systéme
immunitaire porte sur les cellules dendritiques YD@Qui ont un rdle central dans le
déclenchement de la réponse immune. A I'état imreatlles interviennent dans I'immunité
innée, en phagocytant les pathogenes et en lesnéhin Lorsqu’elles sont activées, elles
présentent les complexes antigenes-CMH aux lympghecyT pour permettre le
déclenchement de la réponse spécifique. En 1998¢tude a montré pour la premiéere fois
que ces cellules sécrétaient des exosomes. Desdesetlendritiques immatures en culture,
incubées avec un antigéne, I'endocytent, et sédrdes exosomes qui portent des molécules
du CMH 1 et Il fonctionnelles associées a l'antiggainsi que des facteurs de co-stimulation

(CD80 et CD86) nécessaires a I'activation de l@anép immunitaire.

En 2002, Théry et al ont montré que des cellulesidiégues n’exprimant pas de CMH Il
étaient néanmoins capables d’activer des lymphecfteCD4 si elles avaient été pré-
incubées avec des exosomes sécrétés par des selaridritiques normales. Les exosomes
leur ont donc apporté les complexes CMH Il — pegstidui leur manquaient pour activer les
lymphocytes. Ces résultats montrent que les exos@uanettent le transfert de protéines
fonctionnellement actives, a distance, entre dagcellules du systeme immunitaire, et qu’ils

sont ainsi capables de participer au déclenchediené réponse immune.

Ce transfert de protéines entre cellules dendesqwia les exosomes est d’une
importance capitale en particulier dans I'nmmuratéi-tumorale. En effet, les tumeurs sont

capables de développer des systemes de défense atnibuflage dans I'organisme, qui
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rendent souvent impossible le déclenchement d'wponse anti-tumorale efficace. Or
I'équipe de Laurence Zitvogel, a Paris, a eu l'idagiliser le potentiel immuno-déclencheur
des exosomes de cellules dendritiques pour lutbetre les tumeursin vitro, des DC
prélevées chez une souris porteuse d’'une tumedriscubées avec des peptides issus de
cette tumeur. Les exosomes sécrétés par ces seflat@ritiques sont ensuite ré-injectés en
sous-cutané a la souris. Les chercheurs observemts 60 jours une activation des
lymphocytes T CDB spécifiquement dirigée contre la tumeur, et ungpeession de la
progression tumorale, voire le rejet de la tum@g.plus, les animaux gardent une mémoire
de cette immunité spécifique, qui leur permet é'irotégée a long terme contre la tumeur
(Zitvogel et al, 1998).

Les exosomes sécrétés par les cellules dendritigugso sont aujourd’hui a la base
de I'élaboration de vaccins anti-tumoraux autol@yakez I'humain, actuellement en essais
cliniques de phase | (évaluation des doses a asim@niet des effets indésirables a court
terme). Des résultats encourageants ont été obfemwsles mélanomes, le cancer de la
prostate ou du poumon, et certains lymphomes tdices (Zitvogel L,Nouveaux outils de
vaccination antitumorale : exosomes et immunothérggénique par cellules dendritiqyes
Ainsi, chez des patients atteints de mélanome nadigse, I'injection d’exosomes recouverts
d’antigenes de mélanome provoque une régressida teneur cutanée et la disparition des

foyers métastatiques.
Sécrétion d’exosomes par les tumeurs

Les cellules tumorales sécretent des exosomese daille comprise entre 60 et 90nm,
portant des molécules du CMH |, Hsp70, Lampl, &t pletéines spécifiques de la tumeur
(Wolfers et al, 2001). Les exosomes sécrétés parditules tumorales peuvent participer a la
progression tumorale, en favorisant par exempleidation du foyer tumoral, ou en
supprimant la réponse immunitaire. Des cellulesne’tumeur gastrique humaine ont été
mises en culture, puis les exosomes sécrétés pacetlelles ont été incubés sur d’autres
cellules qui provenaient soit de la méme tumeuit, doine tumeur gastrique d’'un autre
individu. Il a été constaté une augmentation sigative de la croissance cellulaire dans les
deux cas. Cette activité proliférative pourraieétue a une stimulation des voies PI3K/Akt
(phosphoinositide 3-kinapet MAPK/ERK (Mitogene activated protein kinase/extracellular
regulated protein kinagedans les cellules receveuses, car I'incubatichaddlules avec les
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exosomes tumoraux provoque une augmentation dedspporylation de Akt et de ERK1/2
(Qu et al, 2009).

En 2008, Al-Nedawi et al observent qu’au sein djliome humain, I'expression d’'un
variant tronqué du récepteur a 'EGF (EGFRUVIII) @tyan pouvoir oncogénique, n’est pas
homogene : certaines cellules I'expriment tandige glautres en sont dépourvues. Les
exosomes purifies a partir des cellules EGFRVIBies mises en culture contiennent cette
protéine oncogeénique. Lorsqu’ils sont incubés sardellules négatives pour EGFRUVIIL, ils y
induisent I'expression de la protéine oncogéniqleuasurface, et I'activation de signaux de
croissance cellulaire. Les exosomes permettent danéchange de protéines entre cellules
tumorales, et par ce biais ils pourraient représemh vecteur de propagation du phénotype

cancéreux entre cellules.

De plus, les exosomes sécrétés par certaines tansent capables de réprimer la
différenciation des monocytes du sang circulantadlules dendritiques fonctionnelles, ou de
provoquer leur maturation en DC inactives n’expningas ou peu de CMH Il. Les exosomes
des tumeurs contiennent des molécules antiprdif@s comme le TGF (tumour growth
factor ) (Clayton et al, 2007). Enfin, les exosomes sésrépar certaines tumeurs
(mélanomes et cancers colorectaux) portent descolek® qui induisent directement la mort
des lymphocytes T, comme FasEaé Ligand également appel&@umour necrosis factor
ligand superfamily membei),6dont I'interaction en surface avec son récepkas déclenche
I'apoptose (lero et al, 2008).

= Transfert dARN

Les exosomes sécrétés par les mastocytes contietie ARNS. Des ARN messagers
(ARNmM) codés par 1300 génes ont été retrouves, 2ithitse trouvent spécifiquement dans
les exosomes et non dans les cellules d’ou ilsigpnoent. Cent vingt microARNs ont
€également été caractérisés dans ces exosomesygsixearichis par rapport au cytoplasme.
Les microARNs sont des ARN de petite taille (jugguhe trentaine de nucléotides) jouant un
réle dans la répression de la traduction des ARNmpeuvent s’apparier aux ARNm et les

amener vers la dégradation ou la séquestration.

Lorsque des exosomes de mastocytes de sourisagmuies sur des mastocytes

humains en culture, les cellules humaines se nigtterprimer les protéines de souris codées
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par les ARNm apportés par les exosomes. Ces réssdiaontrent que les ARNm présents a

I'intérieur des exosomes ont été transloqués eecgtiosol pour y étre traduits.

Le transfert ’ARNm entre cellules par voie exoatana également été observé par
Skog et al, en 2008. Des cellules de glioblastomeudture sécrétent des exosomes contenant
des ARNm, qui sont capables d'étre repris par ddisiles vasculaires endothéliales. Les
cellules endothéliales expriment ensuite les pme&ticodées par ces ARNm. Or les
chercheurs ont remarqué que l'addition des exosotieglioblastome sur les cellules
endothéliales provoque une augmentation de laf@ration des ces cellules. Un des ARNm
particulierement enrichi dans les exosomes du igigtbme code pour 'EGFRefidothelial
growth factor receptgr impliqué dans la prolifération des cellules dhétales. Le
glioblastome pourrait ainsi par la voie exosoméepriser la néo-angiogénese a partir des

vaisseaux qui I'entourent.

c) Propagation de signaux de stress cellulaire

= Sécrétion dedHeat Shock Proteins

Les exosomes représentent une voie de sécrétigoraléines associées au stress
cellulaire, comme la protéine Hsp76igat shock protein 30 Par exemple, les cellules
mononucléées du sang périphérique (lymphocytes @toaytes) stressées a la chaleur,
sécretent des exosomes plus riches en Hsp70 gedeadaas contrble (Lancaster et al, 2005).
Or la présence de hsp70 dans le milieu extracellulde monocytes ou de cellules
dendritiques stimule la production de divers fargale prolifération, comme les interleukines
IL1B, IL6, et IL12, et le TNE. Les exosomes serviraient ici de messagers déalsignalant
au systeme immunitaire la présence d’'un stressretgitant de mettre en route une réaction
adaptée. De méme, des cellules tumorales (lignghrécytaire K562) stressées par un
traitement a I'IFN ou a la chaleur, sécrétent des exosomes richésp@f2. Ces exosomes

sont alors capables d’activiarvitro des cellules dendritiques naives (Bausero eDa5R
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= Reégulation par p53

Lors d'un stress cellulaire, la protéine p53 inkemt dans les mécanismes de
régulation de ce stress. P53 est un facteur desdrigtion qui déclenche I'expression de
nombreux génes en réponse a divers stress cadklledmme des dommages causés a I'’ADN,
ou une déprivation en nutriments. Les genes citdeg53 codent pour des protéines capables

d’arréter le cycle cellulaire, de réparer I'ADN da déclencher la mort cellulaire.

Une irradiation aux rayong de cellules tumorales provoque une augmentatiola de
production de p53 et une élévation drastique detaetion d’exosomes par ces cellules. Les

mémes cellules p53 -/- ne produisent pas d’exosomése lorsqu’elles sont irradiées.

P53 régule entre autre I'expression de TSARGOuUr supressor-activated pathway
une protéine a 6 domaines trans-membranaires peégdda membrane des endosomes. Cette
protéine interviendrait dans le métabolisme dudf@ns les érythrocytes, mais aussi dans la
sécrétion de certaines protéines comme TCTP/HR&nglationally-controlled tumour
protein ou Histamine releasing factpr TCTP, une fois sécrétée, provoque la libération
d’histamine par les polynucléaires et les mastacyténe étude a montré que TCTP était
sécrété par la voie exosomale, et que la surexpreds TSAP6 augmente significativement
cette sécrétion. De fagon intéressante, TSAPG6 wsaussi retrouvé dans les exosomes
(Amzallag et al, 2004). Une activation de p53 es da stress cellulaire augmenterait donc
I'expression de TSAP6, qui en réponse augmentédeeson de TCTP dans les exosomes et
permet une réponse au stress par la libératiostdinine par les cellules compétentes (Yu et
al, 2006).

Récemment, il a été montré que p53 régule égalemhentgenes codant pour des
protéines de la voie endocytaire, com@aV1 (cavéolin-1) etCHMP4C (ESCRT I, voir
p.28). La diminution de I'expression de CHMP4C perduction de siRNA dans une lignée
cellulaire (H460 et H1299, deux lignées de canceimpnaire) réduit la production
d’exosomes, et la surexpression de CHMP4C dandigmée p53 -/- restaure la sécrétion
d’exosomes. Il semblerait donc que CHMPA4C jouedla dans la production des exosomes
par ces cellules. La régulation de la sécrétion elesomes par p53 en réponse au stress

pourrait donc passer par cette voie (Yu et al, 2009
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d) Exosomes et virus

Les rétrovirus sont des virus a ARN qui infectezg Vertébrés. Le plus connu des
rétrovirus est sans doute le VIH (virus de l'immdébcience humaine), responsable du
SIDA (syndrome d'immunodéficience acquise). Lesugiinteragissent avec des protéines
présentes a la surface de la cellule cible puisfinent avec la membrane plasmique. L'ARN
rétroviral se retrouve libéré dan le cytosol sdita formation d’'un pore entre le virus et la
cellule hote (fig. 8). L'ARN viral est rétro-trarsicen ADN grace a la transcriptase inverse
apportée par le virus lui méme, puis I’ADN viralnsere dans le génome de la cellule hoéte.
Des ARN et des protéines du virus sont ensuiteyit®@n utilisant la machinerie cellulaire,

puis de nouveaux virions émergent a partir de lmmbrane plasmique.

De nombreuses publications ont montré le role damaihesrafts (voir p.26) dans
I'infection des lymphocytes T par les rétrovirusr Rxemple, une déplétion en cholestérol
inhibe la liaison du virus a la surface de sa teltible. Lesrafts sembleraient lier la protéine
virale gag group specific antigeneet ainsi permettre I'entrée du virus dans lautelhé6te
(Ono et al, 2007).

L’émergence des nouvelles particules virales serébement passer par les domaines
rafts (Ono et al, 2001), présents soit dans la membpéammique, soit dans la membrane
limitante de 'endosome. Dans les macrophagessetdiules dendritiques, il a été observé la
formation de particules virales intracellulairesnslades compartiments endosomaux de
maniere similaire a la formation des ILV dans le¥BA(Raposo et al, 2002) (fig. 8). Il est
également intéressant de noter que les exosomekesetparticules virales ont des
caractéristiques similaires : méme taille, et cositpan protéique de I'enveloppe virale et de

la membrane exosomale relativement similaire (Nguwteal, 2003).

Il semble aujourd’hui de plus en plus clair quev#ss sont capables de détourner a leur
profit la machinerie moléculaire permettant la fatimn des ILV. En particulier la protéine
virale gag peut se fixer directement ou indirectetre certaines protéines des complexes
ESCRT (voir p. 28) (Strack et al, 2003). En 200larfih-Serrano et al ont montré que
I'assemblage et I'intégrité des protéines du compESCRT | sont nécessaires a la formation

des particules virales.
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Ces observations ont conduit a I'hypothése desosares de Troie »: les virus
pourraient utiliser la voie exosomale pour envéibnganisme (Gould et al, 2003, et Pelchen-
Matthews et al, 2004). Ce mécanisme permettraitias de rester camouflé a I'intérieur de
la cellule avant d’émerger directement d’un compant intracellulaire, au lieu d’exposer

ses protéines en surface et de risquer d’étre tégpac le systéme immunitaire.

7. Passage du message exosomal dans la cellule « réraap»

La capacité des exosomes a activer ou réprimergponse immunitaire, a déclencher
la prolifération cellulaire, et a véhiculer desragx de stress, démontre que les exosomes

permettent une communication intercellulaire:
1. par le déclenchement de cascades de signatisiits les cellules réceptrices

2. par I'échange de protéines membranaires fonutites et d’ARNm entre cellules.

La réception du « message exosomal » peut sesiliva plusieurs mécanismes (fig. 9):

- Les exosomes peuvent interagir en surface avecr@mpteurs présents a la
membrane de la cellule, et servir de ligand. Cetteraction de surface peut
déclencher la transduction du signal a méme decti® cellule réceptrice. Les
exosomes liés en surface de la cellule réceptrza/gnt également participer a
I'activation d’une autre cellule en apportant urzetie des protéines nécessaires a
cette activation.

- Les exosomes peuvent transférer des moléculesotigoss effectrices, comme
des kinases et des protéines G monomériques, $a@ttaiment, soit par
l'intermédiaire des ARNm qui seront traduits daascéllule réceptrice. Dans ce
cas, il faut imaginer une fusion soit de I'exosodmectement avec la membrane
plasmique, soit une fusion avec la membrane lirntgétate 'endosome aprés son

endocytosel{ack fusioi.
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a) Interaction en surface

Les études protéomiques effectuées sur les exasomeevélé qu’ils contiennent des
protéines d'adhésion comme par exemple des inEgrigdpl par exemple pour les
exosomes de réticulocytes). Les cellules endotkéliaxpriment a leur surface des molécules
d’adhésion comme VCAM-1Mascular cell adhesion moleculg avec lesquelles il a été

montré que les exosomes peuvent interagir (Rial; 000).

En 2007, I'équipe de Segura et al s’est intéreasémode d’interaction des exosomes
avec les cellules dendritiques. Des DC sont fix@r@slablement par du paraformaldéhyde,
afin de prévenir tout mouvement membranaire. Eilesont alors pas capables d’activer les
lymphocytes T lorsqu’on leur fournir un antigenen Eevanche, si on les incube avec des
exosomes porteurs de complexes CMH-antigéne, dbggennent en mesure d’activer les
lymphocytes. Ces résultats montrent que les exososumt capables de participer a
I'activation des lymphocytes T par les DC sans é&eéssité d'une endocytose et d’'un
processingpréalable. De plus, si les DC réceptrices utiBspeoviennent d’'une souris KO
pour le géene de LFA-1, elles ne peuvent plus aclie® cellules T par l'intermédiaire des
exosomes, ce qui montre qu’une interaction de serfentre les exosomes et les DC est
nécessaire a ce processus. La fixation des exossundses DC semble donc passer par une
interaction entre ICAM-1 (abondamment présent asireikosomes de cellules dendritiques) et

son récepteur LFA-1 sur les DC (Segura et al, 2007)

En 2007, Miyanishi et al ont montré qu’a la suefales lymphocytes T, les protéines
Tim (T-cell immunoglobulin- and mucin-domain-containinglecul¢ pourraient étre des
récepteurs pour les exosomes. Les protéines Tionnadssent la phosphatidylsérine (PS)
exposee dans la couche externe de la membrane iglesmes cellules apoptotiques, et
permettent d’enclencher leur phagocytose. Mai aatide a montré que les Timl et 4 sont
capables d'interagir en surface avec la PS présdams la membrane des exosomes, et
suggéere que ces protéines pourraient étre impliglaFes I'interaction des exosomes en
surface des lymphocytes, puis dans leur interradisa
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b) Internalisation des exosomes

Une étude réalisée en 2004 a montré que les exssad@créetés par les cellules
dendritiques en culture peuvent étre endocytés dpantres cellules dendritiques. Des
exosomes de DC marqués avec le colorant lipidilpgrdscent PKH67, sont incubés sur des
cellules dendritiques et leur internalisation esivie en microscopies confocale et
électronique. lls sont d’abord localisés au niveas compartiments endosomaux précoces
(colocalisation avec la transferrine) puis ils pa$ésdans les compartiments plus tardifs
(colocalisation avec Lampl apres 20 minutbs\ivo, des exosomes fluorescents injectés a
une souris se retrouvent 2h aprés dans les endestesanacrophages du sang circulant, puis
dans les cellules dendritiques spléniques 24 a @8k tard. Ces cellules dendritiques
expriment ensuite a leur surface les antigenesrtggopar les exosomes et les présentent aux
lymphocytes T CD8en association avec les molécules du CMH syn#gtigans la cellule
dendritique. Il y a donc un apprétement des anéigegxosomaux dans les endosomes de la

cellule réceptrice avant leur exposition en surfjderelli et al, 2004).

La réexpression a la surface cellulaire de prettiapportées par les exosomes
implique une fusion des exosomes endocytés aveelabrane limitante de 'endosome, puis
une fusion des compartiments endosomaux avec labra@@ plasmique. La fusion des
exosomes avec la membrane de I'endosome est uressie appeldack fusion dont

I'existence est suggérée dans quelques travaux.

Les cellules présentatrices d’antigenes endocyesnantigenes, puis les protéolysent
dans les endosomes multivésiculaires. Les peptdégéniques sont ensuite placés sur les
molécules du CMH Il présentes dans la membrandldéd orsque les cellules dendritiques
ne sont pas activees, 80% des CMH Il sont présentesveau des ILV. Apres activation des
DC, on observe une diminution du pool de CMH lloass aux ILV a 50% (Kleijmeer et al en
2001). En 2001, Kleijmeer et al ont observé lord’aetivation des DC un allongement des
endosomes multivésiculaires en compartiments tirdesladépourvus d’ILV et enrichis en
CMH II au niveau de la membrane limitante. Ces $omigbules, qui ont également été
observés par Murk et al en 2002, migrent directémers la membrane plasmique. Lors de
I'activation des DC, il semble donc y avoir un sijgui déclenche la relocalisation des CMH
Il depuis les ILV vers la membrane limitante, pu&s la membrane plasmique (Chow et al,
2005). Cette hypothése corréle avec le fait quectdhiles dendritiques sécrétent moins

d’exosomes lorsqu’elles deviennent matures.
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L’hypothese déback fusionest également illustrée dans le cas de certatrevirdis
qui sont endocytés par certaines cellules eucaybts virus peuvent ensuite fusionner avec
la membrane de I'endosome et libérer leur ARN darstoplasme de la cellule. Cetiack
fusion du virus est contrblée par certaines protéinesliGuges dans la machinerie de
formation des ILV dans les endosomes (Luyet et2808, Le Blanc et al, 2005). Une
implication de ces mémes molécules dankdek fusiondes exosomes endocytés peut donc

étre soupconnée.

Il. Mécanismes moléculaires a la base de la voie endtaise

Les mécanismes de formation des ILV, et donc pemnsion, des exosomes, associent des
processus de déformations et de fusions membranguie mettent en jeu de nombreux

acteurs, a la fois protéiques et lipidiques.

1. Déformation membranaire

La voie endocytaire fait appel a des mécanismesdéfermation membranaire
multiples. La premiere étape est la formation deéésicule d’endocytose, au cours de laquelle
des molécules vont tirer la membrane vers l'int@ti@boutissant au bourgeonnement de la
vésicule dans du cytosol. Ensuite, au niveau deksEmmes de tri, d’autres complexes
moléculaires interviendront pour déformer la membrdans le sens oppose, c'est-a-dire vers
la lumiére de 'endosome.

a) Veésicule d’endocytose

Les protéines de la membrane plasmique sont ilieéea au niveau de vésicules
d’endocytose (fig. 10). Le bourgeonnement de cegcuies peut se faire au niveau de puits
de clathrine (endocytose clathrine-dépendante) oun&eau des cavéoles (endocytose
clathrine-indépendante). Il existe également dessvolathrine et cavéoline — indépendantes

qui ne seront pas détaillées ici.

- La clathrine se polymérise en tryskéle (assembdaigeis bras) pour former un
maillage autour de la vésicule d’endocytose. Uskigje est composeé de trois chaines lourdes
qui s’associent a trois chaines Iégéres ; les éfgsks’assemblent ensuite entre eux par des

interactions entre les chaines lourdes. Les Epsiessp-arrestines, et AP-2 (Adaptator

27



Introduction

Protein 2) font partie du complexe protéique petamtt'arrimage des différents cargos (les
protéines a endocyter) a la clathrine.

- Les cavéoles font partie des «radeaux lipidiqugsw rafts, ou micro-
domaines lipidiques), qui sont des zones de merebdinn diamétre moyen de 40nm,
particulierement enrichies en sphingolipides etleolestérol. Lesafts sont insolubles dans
des détergents non-ioniques comme le Triton X-100 les appelle aussi DRM, pour
detergent resistent membrahes peuvent étre purifiés par flottaison sur geatide sucrose.
lIs sont impliqués dans la compartimentalisationmienaire, car ils concentrent certains
types de protéines tandis que d’autres en sontiexcOn y trouve en général des protéines a
ancre GPI (Glycosyl-phophatidyl-inositol) comme Thyt la protéine du prion PrP (Nabi et
al, 2003, Nichols, 2003). Sous la membrane plasenauniveau des cavéoles, on trouve un
enrichissement en cavéoline, protéine en épingleeaeux de 21kDa qui a la capacité de lier
le cholestérol. Les cavéoline-1 et 2 sont ubigugtgi et s’assemblent en hétéro-oligomeéres
autour de la vésicule. La flotilline (de type 12¢test une protéine miristoylée et palmitoylée
également enrichie au niveau dafts, qui pourrait participer a la déformation membiemna
en interagissant avec le cytosquelette d’actinmustrait également un réle dans la régulation
du taux de cavéoline-1 a la membrane en prévemadégradation (Vassilieva et al, 2008).
Lorsque les flotilline-1 et 2 couplées a la GFPtsamexprimées dans des cellules en culture,
elles s’assemblent en « patches » a la surfaiidated, et provoquent des invaginations de la

membrane plasmique vers le cytosol (Frick et 0,720

La composition lipidigue des exosomes rappelleecelesrafts de la membrane
plasmique décrits précédemment. En 2003, de Gassalt mettent en évidence dans les
exosomes de 3 types cellulaires (réticulocytesielegérythrocytaire K562 et cellules Daudi
(lignée de lymphocytes B), la présence de zonesatabrane résistantes au Triton X-100 et
flottant & basse densité sur gradient de sucrese, lésquelles ils isolent le ganglioside GM1,
et des protéines associées aafts (flotilline-1, AchE). Ces résultats pourraienugtrer un

réle joué par lesafts dans la formation des exosomes.

La scission entre la vésicule d’endocytose et lanbrane plasmique (endocytoses
clathrine -dépendante et -indépendante) dépendadelyhamine, une GTPase qui se
polymérise et forme une hélice autour du « cou »adgésicule. L’hélice se resserre de
maniere GTP-dépendante et la vésicule d’endocyssbibérée dans le cytoplasme. Il existe
également des mécanismes dynamine-indépendantgjuauipl d’'autres GTPases (CDC42,
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ARF6). Une fois formée, la vésicule d’endocytossidane avec un endosome précoce. Dans
le cas des vésicules recouvertes de clathrinee detion nécessite la perte préalable du

manteau de clathrine.

b) Vésicules intra-luminales

Au niveau de lI'endosome précoce, les protéinesimbest a la dégradation sont
regroupées dans des zones de membrane qui s'ievaginis se détachent dans le lumen. La
reconnaissance de ces protéines, leur tri et ladton des vésicules sont étroitement liés et

font appel a de nombreuses interactions molécslaire

= Complexes ESCRT

Les protéines destinées a la dégradation sont mbigpitinylées (ajout d'une
ubiquitine sur une lysine) ou multi-ubiquitinyléégout de mono-ubiquitines sur plusieurs
lysines de la protéine cargo). Cette modificatiastgraductionnelle est assurée par les
ubiquitine-ligases : par exemple, la fixation dEGF sur son récepteur (EGF-R) provoque
l'ubiquitinylation de 'EGF-R par la E3 ligase Chil.en est de méme pour d’autres récepteurs
aux facteurs de croissance comme le VEGF-R et FGEARonction du taux d’EGF dans le
milieu extracellulaire, 'TEGF-R est dirigé vers aewuoies différentes : lorsqu’il y a peu
d’EGF, 'EGF-R est endocyté par voie clathrine-défante, il est phosphorylé et recycle vers
la membrane plasmigue. Quand la quantité d’'EGFaegtiulaire augmente, il est dirigé vers
lesrafts, ubiquitinylé et envoyé vers la dégradation, cepgumet un rétrocontrdle négatif du
signal EGF (Acconcia et al, 2009).

Les parties cytosoliques ubiquitinylées des réaeptgui dépassent a la surface de
'endosome catalysent la formation séquentiellecdmplexes protéiques appelés ESCRT
(endosomal sorting complexe required for transpapi vont déformer la membrane en
vésicules vers la lumiére de l'endosome et empnigonles protéines a [lintérieur.
L’internalisation des cargos dans ces vésiculemeed’une part d’isoler les récepteurs de
leurs effecteurs cytosoliques, contribuant a stopger signalisation, et d’autre part a les
mettre directement en contact avec les hydrolasekes apres fusion des MVE avec les

lysosomes. Les premiéres études sur le réle joudepdESCRT dans le systeme endosomal
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ont été faites a partir de I'observation du phépetgdes mutants de la voie de dégradation
chezS. CerevisiaeLes mutants des génes ESCRT ont un phénotype cordinu de classe

E » caractérisé par une accumulation des cargassarface d’'un endosome aberrant rempli
de membranes et incapable de fusionner avec laokgcaquivalent du lysosome chez la
levure. Les protéines homologues chez les mamrsifeeenblent agir de la méme facon, ce
gui montre que ces mécanismes sont tres consemtrésla levure et les mammiferes. Dans la
littérature on trouve ainsi une nomenclature clagevure (Vps de classe ¥acuolar protein
sorting et chez les eucaryotes supérieurs (CHMP, pGbarged multivesicular body

protein), qui sont répertoriés dans le tableau 1.

Il existe trois gros complexes : ESCRT |, Il et LLe groupe Hrs/STAM est considéré
aujourd’hui comme un complexe ESCRT 0, qui est@hale reconnaitre les ubiquitines sur
les protéines et d’amorcer I'assemblage des coraplexivants. Le complexe | se forme a
partir du recrutement de Tsgl101 a la membraneaheldsome par Hrs. Les complexes Il et
[l s’assemblent ensuite par une cascade d’interastprotéiques (fig. 11). Le complexe
ESCRT Il recrute les désubiquitinylases qui clivEabiquitine des protéines cargos avant
leur envoi dans les vésicules intra-luminales. lissatiation du complexe ESCRT lli
nécessite a terme I'action de 'ATPase Vps4/SKEL ladfamille des AAA-ATPase#\[Pase
associated with diverse cellular activitjegjui est recrutée a la membrane endosomale par
son interaction avec CHMP3 et CHMP2 (Babst et298] Saksena et al, 2009).

Les CHMP (ESCRT Ill) sont impligués dans des preassde déformation
membranaireln vitro, CHMP2A et CHMP3 s’assemblent en tubes hélicoideapables
d’interagir avec les membranes lipidiques par ¢iniédiaire de leur extrémité basique
(Muziol et al, 2006, Lata et al, 2008). CHMP4 egalément capable de former des filaments
incurvés sur les membranes (Hanson et al, 2008).oigoméres sont ensuite dissociés par
I'ATPase Vps4. De plus, des protéines ESCRT llifpags et mises en présence de liposomes
induisent la formation de vésicules intra-luminaf@gollert et al, 2009). Plusieurs modeles
d'assemblage des CHMP sont avancés aujourd’huiegedda biologie structurale. La
formation des ILV se ferait par constriction d’uagso », ou d’'une spirale, formée par les
CHMP, ou par formation successive de tubes congeles (Saksena et al, 2009, Nickerson et
al, 2007). La déformation membranaire observéelgarCHMP comporte une différence
remarquable avec la dynamine, qui a un role analdgts de la fission de la vésicule

d’endocytose. Les CHMP permettraient la fissionagissant par l'intérieur du cou de la
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vésicule en formation, tandis que la dynamine paitl'extérieur en se resserrant autour de la

membrane.

La formation préalable des complexes | et |l darécessaire a la formation ultérieure
des vésicules internes par les ESCRT IlIl. La dépién Tsgl01 (ESCRT I) par des siRNA
dans les BHK diminue de 40% la formation des védsgintraluminales (Falguiéeres et al,
2008). Les ESCRT forment ainsi un engrenage quiaieeconnaissance des protéines a

dégrader a la formation de vésicules vers lesguelles sont entrainées.

Le PI(3)P présent dans la membrane des endosotabgise I'amarrage des
complexes ESCRT, en interagissant avec eux pareifts domaines de liaison (FYVE chez
Vps27/Hrs du complexe ESCRT 0, ou GLUE, sur Vps@&dmplexe ESCRT II). Il est le
précurseur du PI(3,5)Ryui lie également des ESCRT (Vps24/CHMP3). Desuladl de
mélanomes (MelJuso) mises en présence de wortmeggnmrinhibiteur de la Pl 3-kinase, qui
produit le PI(3)P, présentent des MVE élargis coat¢ moins de vésicules intraluminales.
Certaines vésicules restent accrochées a la meebnaitante de 'endosome, ce qui suggere
gue le métabolisme du PI(3)P joue un role dan®tarthation membranaire et la scission de
la vésicule dans la lumiére de I'endosome, prolmabig par I'intermédiaire des ESCRT
(Fernandez-Borja et al, 1999).

= ROle des lipides dans la formation des ILV

La séparation des lipides en phase ordonreftsy et désordonnée observée dans les
membranes cellulaires peut étre reproduite danslidesomes géants (GUV). En faisant
varier la composition lipidique des GUV, Bacia eea 2005 ont montré que la présence de
différents stérols modifie profondément la capad#s lipides a se séparer en phase ordonnée
(rafts) et influence ainsi la courbure membranaire. Q&g compositions lipidiques
induisent la vésiculation des GUV vers I'extérieeir,d’autres vers l'intérieur. Ces résultats

montrent que les lipides a eux-seuls peuvent dé&foles membranes.

Le LBPA présent dans les membranes endosomaldge se Alix, une protéine
eégalement capable de fixer Tsg101 et CHMP4B degtexes ESCRT | et Ill. En 1998, une
étude montre que l'utilisation d’un anticorps déigontre le LBPA dans la lignée cellulaire

BHK désorganise la morphologie des endosomes rgsltiulaires et altere le trafic du
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récepteur a l'insuline (Kobayashi et al, 1998). plas, la présence de LBPA sur des
liposomes préparés avec une composition prochengsomes tardifs, induit la formation
de vésicules intra-luminales, a condition que lmdan des liposomes soit plus acide que
I'extérieur (gradient 5.5-7) (Matsuo et al, 200#)est postulé que c’est la forme conique
particuliére du lipide qui permet la déformationlddicouche lipidique en vésicule (fig. 12).
L’ajout d’Alix sur ces liposomes riches en LBPA ibé fortement la génération des
ILV. Par son interaction avec le LBPA, Alix pouttradésorganiser les membranes
endosomales et ainsi altérer la formation des ID®ns leur étude sur les GUV, Bacia et al
ont également montré que la toxine du choléra peetagir avec le ganglioside GM1 et le
déplacer vers lesafts. On peut imaginer qu’Alix, en interagissant avecLBPA, puisse

modifier son interaction avec leafts et par extension, jouer sur la courbure membranair

In vivo, la déplétion d’Alix par des siRNA dans des celtuBHK réduit le nombre
d'« endosomes multilamellaires » (endosomes tgrdifisarqués par la protéine Lampl
(lysosomal associated membrane proteireth immunofluorescence, et réduit également la
présence de LBPA et de cholestérol sur les endasoBEre microscopie électronique, les
endosomes apparaissent dépourvus de vésiculeduntimales (Chevallier et al, 2008). La
protéine Alix semble donc étre impliquée dans lescamismes de formation des ILV en

régulant la présence a la fois du LBPA et du chétesdans la membrane des endosomes.

Il est intéressant de noter que la production dserwes n’'est pas altérée par une
déplétion en Alix dans les cellules BHK (Chatell&dusse, non publié), alors méme que
cette déplétion réduit les endosomes multivésimesamarqués par le LBPA. En considérant
le fait que la présence de LBPA dans les exosoness pas observée dans tous les cas, I'on
peut imaginer I'existence de plusieurs mécanismesfadmation des ILV aboutissant a

I'existence de différents types de MVB, destinés &ta dégradation, soit & I'exocytose.

Cette hypothése a été avancée dans 'étude de Athateen 2006, qui montre que lors
d'une stimulation de 'EGFR par son ligand, le meer est envoyé dans la voie de
dégradation par des compartiments multivésiculadiéférents de ceux qui contiennent le
LBPA. La stimulation a I'EGF stimule la formation ed nouveaux endosomes
multivésiculaires, sous la dépendance de I'annekjnene protéine qui a la propriété de lier
le calcium et les phospholipides, et qui est impdig dans des mécanismes de fusion
membranaire. L'annexine-1 pourrait ici permettrerd@prochement des deux portions de

membrane qui doivent fusionner pour libérer la sdlsi dans le lumen de I'endosome.
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En 2008, Trajkovic et al ont examiné le trafic depfotéolipide protéine PLP dans la
lignée doligodendrocytes Oli-neu. Cette lignée tmmt de larges endosomes
multivésiculaires et produit des exosomes. lls mait que la déplétion en TsglOl du
complexe ESCRT 1, ou d’Alix, ne réduit pas la séoré d’exosomes par cette lignée. En
revanche, l'inhibition de la sphingomyélinase nS#&igweutral sphingomyelinaygrovoque
une réduction importante de la présence de PLP ldahsnen des endosomes, et diminue
également la production d’exosomes. La sphingomgsé est une enzyme qui clive la
sphingomyéline en céramide. Les céramides sontigides qui ont une forme en cone, et
dont la présence pourrait incurver la membranebetitir a la formation des ILV. Il a été
montré que les céramides provoquent un regroupedentradeaux lipidiques en de larges
plateformes qui rassemblent les protéines en chigtulbins et al, 2003). L'équipe poursuit
ses travauxn vitro en incubant la nSMase avec des GUV et observdetteement la

formation de microvésicules dans le lumen.

L’ensemble de ces résultats suggere I'existenqaudteurs mécanismes de formation
des ILV dans les endosomes. Une voie impliqguanttesplexes ESCRT, Alix et le LBPA,
dont I'aboutissement pourrait étre la dégradatiansdles lysosomes, et une autre reliée au
métabolisme des sphingolipides, dont le deveniraisela sécrétion dans le milieu
extracellulaire pour donner les exosomes. Ceci agburd’hui a I'état d’hypothese
puisqu’aucun marqueur connu n’a pour l'instant pereke distinguer les MVB ESCRT-

dépendants de ceux qui sont ESCRT-indépendants.

» ROéle des tétraspanines dans la formation des ILV

Les tétraspanines sont des protéines a 4 domaaresriembranaires particulierement
exprimées a la surface cellulaire et dans certaimspartiments, dont les endosomes. Les
tétraspanines peuvent servir de récepteurs decsuetaintervenir dans I'adhérence cellulaire.
Elles ont la capacité de se multimériser de fagomdi ou hétérotypique, pour former des
larges plateformes appelées TEMtiaspanin-enriched microdomaiqui lient le cholestérol
et l'actine (Delaguillaumie et al, 2004). Les TEMtdrviendraient dans le clustering de
certains récepteurs a la membrane plasmique eteimderaient ainsi leur trafic (Hemler,
2003).
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Les tétraspanines peuvent interagir avec les gasidés comme le GM3 (Ono et al,
2001), et sont particulierement enrichies dansrédts présents dans la membrane des
exosomegWubbolts et al, 2003). Les molécules de CMH liserites dans les exosomes et
les MVB sont concentrés dans ces domanadts-TEM, contrairement aux CMH Il de la
membrane plasmique qui se localisent dans des mohd@sles aux détergents, ce qui suggere
que la séquestration de récepteurs dans les IL¥¥epas par une localisation dans ces

domaines riches en tétraspanines.

De plus, il a été montré que la surexpression digteaspanine, la périphérine/rds
(retinal degeneration sloydans des réticulocytes provoque un aplatissementertaines
vésicules appelées microsomes,ce qui suggere gué&tiaspanines ont un role dans la

déeformation membranaire (Wrigley et al, 2000).

Les tétraspanines, associés aais, pourraient ainsi déformer les membranes de
I'endosome et participer au tri des protéines \@ngie exosomale. Mais tout reste encore a

découvrir dans ce domaine.

» Influence des protéines cargos sur la formation dd&V

La production des ILV dans les endosomes est reliéei des protéines a dégrader.
Theos et al en 2006 se sont intéressés au tralie ptéine Pmell7 dans des mélanocytes.
Cette protéine transmembranaire est endocytéevelyéa dans les ILV par un mécanisme
indépendant de l'ubiquitinylation. La protéine dent dans sa partie cytosolique une
séquence qui est nécessaire et suffisante a sandaas les ILV. Les chercheurs remarquent
en outre que les cellules qui surexpriment Pmetituo nombre supérieur de MVB et d'ILV
par endosome que les cellules contrbles. La p@t&ie-méme pourrait jouer un réle dans la
déformation membranaire a l'origine des ILV, indégamment des ESCRT O, | et Il. En

revanche, il n’est pas encore exclu gu’elle intesxsgyavec les ESCRT IIL.

IR

Une étude de Fang et al sur la lignée Jurkat vélé&é&ue la simple oligomérisation
des protéines dans une bicouche lipidique infludaae envoi dans les vésicules formées a
partir de domaines endosomaux présents a la memiptasmique (voir p.8). Pour cela, ils
ont étudié le comportement de la protéine TyA delaire S. Cerevisiassurexprimée dans

les Jurkat T. Cette protéine soluble s’oligomédaas le cytosol, et sous cette forme elle n'est
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pas sécrétée. En revanche, si un groupement acybelmettant de s'insérer dans les
membranes est greffé & TyA, cette protéine s’ol@ose alors a la membrane plasmique.
L’'oligomérisation de TyA dans la membrane plasmidaedirige dans les vésicules qui

bourgeonnent a partir de la membrane plasmique. évi&rie bourgeonnement n’a pas lieu a
la membrane des endosomes, cette étude a le mérgaggérer que I'oligomérisation de la
protéine cargo dans une bicouche lipidique peutrjaun rle dans son tri vers les vésicules,

et donc potentiellement dans la formation mémedesicule.

De méme, un mutant du TNFR (associé au syndromER#PS : TNFR-associated
periodic syndromequi n’est pas capable de s’oligomériser a laamarfcellulaire, n’est plus
sécrété par les exosomes de diverses lignéesaiadhyl contrairement a la protéine sauvage
(Lobito et al, 2006). Enfin, le cross-linking enrfaice du récepteur a la transferrine ou de

I'acétylcholine estérase augmente leur sécrétiotegaxosomes (Vidal et al, 1997).

2. Fusion membranaire

Dans la voie endocytaire, de multiples étapes defumembranaire sont mises en
jeu, comme par exemple la fusion de la vésiculadbeytose avec I'endosome précoce, ou
encore la fusion des MVE avec les lysosomes et éamlommane plasmique. Les MVE
fusionnent également avec des vésicules en progerdml’appareil de Golgi (voir fig. 1), et
avec les autophagosomes. Ces derniers sont desadomngnts qui capturent divers
composants cellulaires (protéines, fragments de breame, organelles). Leur fusion avec les
lysosomes permet ensuite la dégradation de ce iglatéeu d’éléments de I'étape de fusion
entre MVE et membrane plasmique sont connus aujauirdnais il est fort probable que les
mécanismes moléculaires mis en jeu soient simiareeux des autres évenements de fusion

qui se produisent dans la voie endo-lysosomale.

La fusion membranaire nécessite d’abord une étaperapprochement, puis
d’amarrage des membranes de facon spécifique, dgtage de fusion a proprement parler.
Ces étapes sont initiées et contrblées par legipest Vps de classe C et celles de la famille
des Rab, tandis que la fusion membranaire a prapreparler est réalisée par les SNARE.
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a) Reconnaissance et amarrage des membranes
» Les Vpsde classe C

La machinerie Vps de classe #¢uolar protein sorting comme vu précédemment,
forme les complexes ESCRT nécessaires a la formdis ILV dans les endosomes. Mais
certaines études impliqueraient d’autres protédesa méme famille, les Vps de classe C,
dans les mécanismes de fusion membranaire dansidaemdocytaire. Comme les Vps de
classe E, ils ont été découverts a partir de msitalné¢zS. Cerevisiagqui n'avaient pas de
vacuole/lysosome identifiable. Les Vps-C formenixdeomplexes, HOP3Hpmotypic fusion
and vacuole protein sortinget CORVET ¢lass C core vacuole/endosome tethéerirgui
seraient situés sur la face cytosolique des merabrah contréleraient toutes les étapes,
depuis la reconnaissance spécifiqgue des compartsnmestu’au recrutement et a I'activation

de la machinerie de fusion membranaire (Nickersah, €009, voir tableau 2).

Entre autres, la surexpression des protéines V@s38 augmente I'agglomération des
endosomes tardifs et des lysosomes, tandis qu'atuaie, une déplétion en Vpsl18 disperse
les compartiments. En 2009, Akbar et al montremt lguprotéine Vps33A est nécessaire a la
fusion des autophagosomes et des endosomes tavdifsles lysosomes chez la drosophile.
Les complexes HOPS auraient la capacité de s’aseesrboligoméres capables d’amarrer a
longue distance des compartiments de méme typke, @urber les membranes.

Outre le rapprochement et 'amarrage des membrandssomales, il a été montré
que les complexes HOPS peuvent également inteegic les protéines SNARE qui
permettent la fusion membranaire (Nickerson e2@09).

» Les petites GTPases monomériques Rab

Les Rab Ras-related in braipsont des petites GTPases (Guanosyl tri-phospdatas
monomeriques de 20 a 25kDa qui font partie de peeistamille des RasRas sarcomp Elles
oscillent entre deux états, un état « on » lié @@ Gsuanosine tri-posphate), et un état « off »
aprés hydrolyse du GTP en GDP (Guanosine di-phtsphédes Rab comptent une
soixantaine de membres et sont présentes a lacsudgosolique des compartiments
intracellulaires, ou elles contrdlent le trafic mmanaire. Chaque Rab est associée a un
compartiment spécifique et permet son ciblage efus#dion avec le bon compartiment

accepteur. Certains membres de la famille des Babdes homologues des Vps-C chez la

36



Introduction

levure, comme Rab5, présent aux endosomes préaicBsb7, dans les endosomes tardifs.
Les Rab participeraient au recrutement des complexécessaires a l'amarrage des
membranes sur des longues distances, a leur rdqgonent, puis au recrutement de la

machinerie de fusion SNARE.

Rab 5 et le recrutement d’une plateforme pour la fgion des endosomes précoces

La surexpression dans la lignée BHK d’un mutanRdé5 (Rab5 Q79L) qui ne peut
plus hydrolyser le GTP, et qui est donc constamnsents sa forme «on », génére des
endosomes précoces plus larges. Cela suggére dosmla GTP de Rab5 permet la fusion
homotypique des endosomes précoces (Stenmark E191). Au contraire, la surexpression
d’'un mutant ayant une forte affinité pour le GDm@® des endosomes précoces a l'aspect
plus fragmenté. D’autre part, Rab5a interviendégiélement dans la formation des vésicules
d’endocytose et leur amarrage puis leur fusion deendosomes précoces (Stenmark et al,
2001).

Rab5 et le PI(3)P serviraient de site d'ancrager gesi protéines nécessaires au
rapprochement et a la fusion des membranes. lleffenété montré que Rab5 peut interagir
avec un facteur d’amarrage présent dans la membesmendosomes précoces appelé EEA1
(early endosome antigeng, lqui interagit avec les SNARE (syntaxines 6, 718}). La
formation de ce complexe est nécessaire a la fudes endosomes précoces entre eux
(McBride et al, 1999). En 2009, Ohya et al publidatrs travaux réalisés sur des
protéoliposomes. lls montrent la nécessité de kEsgnce concomitante des Rab et des
SNARE dans la fusion de ces compartiments, et mtette évidence la coordination des deux
systémes pour permettre la spécificité et I'effittade la fusion. Les Rab mettraient en place
une plateforme d’effecteurs (Rabaptine 5, EEAlénaisyne 5, PI(3)P) qui recrute ensuite les

SNARE, aboutissant a la fusion des membranes.

% Conversion Rab5/Rab7 au niveau des endosomes mudsiculaires

Lors de la migration rétrograde des endosomes vadsltiulaires se produit une
maturation de I'endosome par une conversion diRakS/Rab7 », qui lui donnerait la
capacité de fusionner avec les compartiments phakfs. En 2005, Rink et al observent une
perte progressive de I'expression de la protéine5Rala surface de I'endosome lors de sa

migration, et une apparition concomitante du sigrab7. Rab5 est completement absent des
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vésicules intraluminales. Rab7 pourrait participda fusion des endosomes tardifs avec les
lysosomes (Vanlandingham et al, 2009).

En 2005, Vonderheit et al décrivent I'endocytosevilus Semliki Forest (SFV) dans une
lignée cellulaire Yero cell3. lls montrent que Rab5 et Rab7 sont présentsréetabrane des
endosomes précoces et forment des « patches ¥ audace. Les domaines de membrane
Rab7-positive se séparent des endosomes précocesgibant les particules virales, et
migrent le long des microtubules jusqu’aux compaetits tardifs. Rab5 est quant a lui
complétement absent de ces compartiments multivégsies qu’ils appellent ici ECVs

(endosomal carrier vesicles
Rabl1 et fusion des endosomes multivésiculaires

Dans la lignée érythrocytaire K562, la fusion hoypajue des endosomes
multivésiculaires semble impliquer la protéine RebRabll a été initialement décrite
comme étant associée a la membrane du Golgi evésigules de sécrétion, ou elle jouerait
un réle dans le trafic des protéines et des meneBrantre les voies endosomale et sécrétoire.
Elle serait également impliquée dans le recyclageedepteur a la transferrine (Ullrich et al,
1996). Or la surexpression de la forme sauvageatd Rou de son dominant négatif Q70L
délété de sa fonction GTPase, aboutit a la formatiendosomes multivésiculaires géants, en
présence d’une haute concentration intracelludér€a", ce qui suggére que Rabll dans sa
forme « on » permet la fusion des MVB entre euxpEssence d’'un chélateur de calcium, les
MVE apparaissent amarrées entre eux comme suriné g@ fusionner (Savina et al, 2005).
Ces résultats montrent que Rabl1 intervient damsdirage des MVE entre eux, et que c’est
I'étape finale de fusion qui requiére la préseneealcium.

Il se pourrait que Rabll intervienne également danfusion des MVE avec la
membrane plasmique. En effet, la surexpressioraderine sauvage de Rabll augmente la
guantité d’exosomes récoltés apres 24h de cultarslis que la surexpression du mutant
Q70L diminue au contraire cette sécrétion (Savired, 2002).

b) Fusion des membranes par les SNARE

Les SNAREs $NAP (Soluble NSF attachment ProtgiReceptors) sont des protéines

présentes au niveau des membranes cellulaires,apsiemblent pour permettre la fusion des
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bicouches lipidiques. Il existe un set de SNARErphaque type de fusion membranaire. Les
SNARE contiennent dans leur structure des héliceésnteragissent entre elles pour former
des complexerans a 4 hélices paralleles appelées SNAREpin, queresst les membranes

I'une contre l'autre, a I'image d’'une fermetureaicl

Les Vv-SNARE (v pourvesiculg@ sont également appelées R-SNARE car elles
apportent une arginine qui se retrouve au cceurotiplexe SNAREpin. Les t-SNARE (t
pour target associées a la membrane cible) sont égalemertiémspQ-SNARE car elles
apportent en général 3 glutamines (Qa Qb et Qc¥ayment des liaisons hydrogéne avec
I'arginine. L’intervention de la protéine NSH{ethylmaleimide-sensitive fusion profein
permet ensuite le désassemblage des complexes SNAREur recyclage pour dautres

évenements de fusion.

Les SNARE ont été découvertes a partir de 'obsemradu blocage de la libération
des neurotransmetteurs par les toxines clostralifiexines du tétanos et botuliques). Ces
toxines ont pour cibles les protéines qui permétiefusion des vésicules synaptiques avec la
membrane plasmique (fig. 13). La toxine tétaniquieecla v-SNARE synaptobrévine
(VAMP2, vesicule associated membrane prote)n dui interagit normalement avec les t-
SNARE SNAP25 et syntaxine au niveau de la membpdaemique. Ces dernieres sont les
cibles de la toxine botulique. La synaptotagmint ugs senseur de calcium qui permet la
formation du complexe VAMP2-syntaxin-SNAP25 et donka libération des
neurotransmetteurs lors d’'une entrée de calciumitegar la dépolarisation membranaire a

I'arrivée d’un potentiel d’action.

Divers complexes SNARE, formés de partenaires raiffés, sont impliqués dans les
evenements de fusion qui se produisent entre cdmmasats intracellulaires, ou entre les

compartiments et la membrane plasmique.

= Fusion des endosomes avec les lysosomes

Lors de la fusion des endosomes tardifs avec kssbmes, linteraction entre la t-
SNARE Syntaxine 7 et la v-SNARE Vamp8 semble né&iesgMullock et al, 2000). Le
blocage de leur interaction par une compétitiorcalas anticorps inhibiteurs réduit fortement

la fusion endosomes tardifs — lysosomes. Vamp&gasiement appelé endobrévine, elle est
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située sur les endosomes et permettrait égaleraefutsion homotypique entre endosomes
précoces, et entre endosomes tardifs (Antonin €0800).

La protéine Ti-Vamptétanus toxin-insensitive Vanpaussi appelée Vamp7, peut de
son c6té interagir avec la syntaxine 7 et la syn&a® pour permettre également la fusion des
endosomes tardifs avec les lysosomes.

Il est possible ici que le calcium contenu dans desmpartiments endosomaux
intervienne dans leur propre fusion. Des expériemoenées par Pryor et al en 2000 ont
montré quin vitro, la chélation du calcium a lintérieur de compagnts endosomaux

purifiés a partir d’hépatocytes de rat, inhibeusidén entre endosomes tardifs et lysosomes.

= Fusion des lysosomes avec la membrane plasmique

La capacité de fusion des lysosomes avec la memlplasmique a été montrée dans
de nombreux types cellulaires, comme les fibroblgMartinez et al, 2000), les neurones
(Arantes et al, 2006) ou les astrocytes en culfiret al, 2008). Une des fonctions de cette
fusion pourrait étre de réparer les déchirementia deembrane plasmique, ou de contribuer &
I'apport de membrane nécessaire lors de la powasdtique. La fusion des lysosomes avec la
membrane plasmique requiere la formation d'un cewgl entre la v-SNARE Ti-
Vamp/Vamp7, et les t-SNARE SNAP23 et syntaxine 4qRt al, 2004). Ti-Vamp semble
donc étre impliquée a la fois dans la fusion desspmes avec les endosomes tardifs et aussi
des lysosomes avec la membrane plasmique, en Gassalans chaque cas avec des

partenaires différents.

De facon générale, les études dans ce domaineranbntimplication de la
synaptotagmine VIl dans la régulation de cettediussous la dépendance du calcium. La
calmoduline, une autre protéine qui lie le calciweh active de nombreuses voies
enzymatiques, pourrait également jouer un rble danségulation de I'exocytose des
lysosomes. En effet, lors de la réaction acros@mill spermatozoide, les lysosomes
fusionnent avec la membrane plasmique, pour pemndéd lyser la membrane pellucide de
'ovocyte. Or il existe une relocalisation de lal@aduline dans l'acrosome lors du

déclenchement de la réaction acrosomiale (Colak 2009).
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» Lysosomes sécrétoires et granules de sécrétion

Dans certaines cellules, il existe une classeicodire de lysosomes, appelés
lysosomes sécrétoires, qui contiennent des praé&ioavellement synthétisées en provenance
de I'appareil de Golgi. Ces lysosomes sécretos®hnent avec la membrane plasmique de
facon régulée. En fonction des cellules, ils sqmiedés granules (dans les plaquettes, les
mastocytes, les polynucléaires, les lymphocytas)nélanosomes (dans les mélanocytes). La
fusion de ces compartiments avec la membrane plasnpermet la libération de diverses
molécules potentiellement actives dans le milicwaeellulaire. Par exemple, dans la réaction
allergique, les mastocytes libérent I'histamine fsrfusion de leurs granulations avec la
membrane plasmique. Ce processus de fusion mennarafaét intervenir les SNARE
SNAP23 (Guo et al, 1998), Vamp7 et la Syntaxin d, spnt localisées a la membrane des
granules (Hibi et al, 2000).

Les mélanosomes sont des granules qui stockemglanine dans les mélanocytes.
Sous certaines conditions, comme une expositionrayons ultraviolets, ils fusionnent avec
la membrane plasmique pour libérer la mélanina etansférer aux kératinocytes adjacents.
Dans les kératinocytes, la mélanine formera unelo®de protection autour du noyau pour le
protéger des rayons UV. Ce phénoméne est respendablassombrissement de la peau en
cas d’exposition au soleil. Les SNARE impliquéesdda fusion des mélanosomes avec la
membrane des mélanocytes ne sont pas encore cavecisertitude, mais en 2001, Scott et
al ont détecté les protéines VAMP2, SNAP23 et SNABQAr des mélanosomes purifiés a
partir de mélanocytes de souris, et suggérent ateraction de ces protéines avec la
syntaxine-4 au niveau de la membrane plasmiqueréalation de 'assemblage de ces
complexes pourrait impliquer la protéine Rab27. Zheomme, des mutations de Rab27
provoquent une dépigmentation de la peau, avecanogemulation de la mélanine dans les
mélanocytes (Syndrome de Griscelli), ce qui suggeredle de Rab27 dans la régulation de
la libération de mélanine par les mélanocytes. D, gRab27 interviendrait également dans
le transport des mélanosomes vers la membrane iglasniEn effet, Rab27 permet de facon
indirecte une interaction du mélanosome avec lasingoet leur amarrage au réseau d’actine.
Les patients présentent également des déficits mitaies, ce qui suggere que Rab27
pourrait jouer le méme réle au niveau des graranatides cellules du systeme immunitaire
(Izumi et al, 2003).

41



Introduction

= Endosomes de recyclage

Lors du recyclage des protéines a la membranenmlag, les endosomes de recyclage
fusionnent avec la membrane plasmique et permediast la ré-expression des protéines en
surface. Les endosomes de recyclage fusionnent Evenembrane plasmique par un
mécanisme faisant certainement intervenir la v-SEARRMP3 (ou cellubrévine). En effet,
le clivage de cette protéine par la toxine du t&$amhibe une partie du recyclage du
récepteur a la tansferrine. Il reste cependantpuogortion de ces récepteurs qui est recyclée

par un mécanisme difféerent (Galli et al, 1994).

La t-SNARE syntaxin 13 est également présente isgan des endosomes, en
particulier les endosomes tubulo-vésiculairesestdndosomes de recyclage. La présence
d’anticorps inhibiteurs anti-syntaxine 13 réduitéeyclage a la membrane plasmique du TR,
ce qui suggere que la syntaxine 13 intervient égaihd dans la fusion des endosomes de
recyclage avec la membrane plasmique (Prekerig 4988). Ces assemblages de SNARE
pourraient étre sous le contréle de la protéinelRabar cette protéine est présente dans les
endosomes de recyclage et régule le recyclage abrtain nombre de récepteurs, comme le
récepteur muscarinique a l'acétylcholine M4 (Vodiicet al, 2002) et le réceptef2-
adrénergique (Parent et al, 2009).

Deuxiéme patrtie : La voie endocytaire dans les neones

l. Description

Les neurones sont des cellules spécialisées et coagpartimentalisées. lls se
composent d’'un corps cellulaire, d’ou partent lesdtites et I'axone. Les dendrites regoivent
les messages nerveux au niveau des synapsespebpagent jusqu’au corps cellulaire. C’est
au niveau du cbne d’émergence de l'axone que steHea la sommation des messages
nerveux excitateurs (PPSE : potentiel post-synaptigxcitateur) et inhibiteurs (PPSI:
potentiel post-synaptique inhibiteur) recus pasméderone. Si la somme atteint le potentiel
seuil d’'ouverture des canaux sodiques voltage-aipEs, les potentiels d’action sont émis et

se propagent le long de lI'axone. A l'arrivée deseptiels d’action dans les boutons pré-
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synaptiques, les canaux calciques voltages-dépengauvrent, laissant entrer le Caet

activant la fusion des vésicules synaptiques av@edmbrane plasmique.

Dans les cellules polarisées comme les neuroneg;ol@partiments endosomaux ne

sont pas répartis uniformément dans le cytosol,cearcellules interagissent differemment

avec le milieu extracellulaire en fonction de lsurface axonale ou somato-dendritique.

Les endosomes précoces ont une morphologie tulddicwlaire et sont situés
dans les dendrites et les terminaisons présynagstiqbes compartiments peuvent
avoir un diametre allant de 50nm a quelques mictaeOn peut trouver des
endosomes précoces dans le corps cellulaire, nu@isna structure de ce type
n'est observée dans les axones.

Les endosomes de recyclage sont présents essamaall dans les dendrites.

Les endosomes multivésiculaires sont situés le ttmsgdendrites, leur diamétre est
de 300 a 500nm (Cooney et al, 2002). Quelques M&E@nt étre présents le long
de I'axone, en provenance du corps cellulaire auteleminaisons pré-synaptiques.
lls sont transportés le long des microtubules tigues.

Enfin, les endosomes tardifs et les lysosomes ess#ntiellement concentrés dans
le corps cellulaire autour de I'appareil de Gokgi,dans le segment proximal des
dendrites (Parton et al, 1992, Park et al, 2007).

Endocytose des récepteurs au glutamate et plastigisynaptique

1. Description des récepteurs au glutamate

Le glutamate est le neurotransmetteur excitateuplls répandu dans le systeme

nerveux central (SNC). Il est également le préeursit GABA (acidey-aminobutyrique),

qui est le principal neurotransmetteur inhibiteur SINC. Le glutamate intervient dans les

phénomenes d’apprentissage et de mémorisationy@aunde I'hippocampe et du cortex.

Il possede deux types de récepteurs :
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les récepteurs ionotropiques, qui sont des récept@uinaux qui s’ouvrent apres la
fixation du glutamate. L'ouverture des réceptenduit une dépolarisation (PPSE)
dans la membrane post-synaptique, qui peut se geopasqu’au corps cellulaire.
les récepteurs métabotropiques, mGIuR, qui trassdtile signal a l'intérieur du

neurone par l'intermédiaire des protéines G auxgsids sont couplés.

Il existe trois types de récepteurs ionotropiquesghutamate : AMPA, NMDA et

kainate. L'AMPA et le NMDA sont des agonistes dategse du glutamate, et le kainate est

un autre agoniste issu de l'algue rolmgenea Simplex

les récepteurs AMPAofamino-3-hydroxy-5-méthylisoazol-4-propionate) sdas
hétéro- tétrameéres faits de I'assemblage de 4 woiss appelées GIuR (GIuR1 a
4). On trouve essentiellement dans les neuronegédepteurs composés de GIuR2
associés a GluR1 ou GIuR3. Lorsque le glutamatéxseaux GIuR, le canal
s'ouvre et laisse passer des ions MaK'. La présence de la sous-unité GIuR2
rend les récepteurs imperméables ad’Get au contraire, des récepteurs AMPA
qui en sont dépourvus peuvent laisser entrer dti d@as la cellule (Wang et al,
2002).

Les récepteurs NMDA (N-méthyl-D-Aspartate) sont désameres formés de
deux sous-unités NR1 et deux sous-unités NR2 (NR2B, dont I'expression
évolue au cours du développement). Les NMDAR senngables au G5 Na' et
K*. Le canal est bloqué par un ion Mgyui est éjecté lorsque la membrane est
dépolarisée, permettant ainsi le passage des idreérs le canal. L'ouverture
optimale du canal nécessite également la fixatiam cutre agoniste de ces
récepteurs, la glycine.

les récepteurs de type kainate sont formés de ghgatés (parmi GIuR5, GIuRS6,
GIuR7, KA 1 et 2). lls sont perméables aux ions BlaK', et sont présents en pré-

et en post-synaptique.

Les récepteurs métabotropiques au Glutamate sathdenodimeres a 7 domaines

transmembranaires et sont couplés aux protéinegtérdatrimeériques. Il en existe trois

familles: mGIUR1 et 5 sont couplés aux protéineg, @ui induit I'activation de la

phospholipase C. Cette famille est surtout présentepost-synaptique. Les deux autres

familles contiennent les mGIuR2 a 4 et 6 a 8, guit £ouplés aux protéines Gs, qui activent
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'adénylate cyclase. Ces deux familles sont plidtpré-synaptiqgues et agissent comme
modulateurs de la libération du glutamate.

2. La plasticité de la synapse glutamatergique

Le nombre de récepteurs AMPA présents a la memhpasesynaptique détermine
directement I'amplitude de la réponse a une liliénate glutamate. Plus il y a de récepteurs
AMPA en surface, plus l'amplitude de la dépolaitsat (PPSE) sera importante. Les
récepteurs AMPA peuvent ainsi étre enlevés ou @@t la membrane post-synaptique,
donnant lieu a une plasticité importante de la pgaal’apport et le retrait des AMPAR a la
synapse peuvent se faire soit par diffusion lagéeealpartir de récepteurs déja présents en

surface depuis une zone extra-synaptique, sogmpadocytose et exocytose des récepteurs.

a) Epine dendritique et densité post-synaptique

Dans les synapses glutamatergiques, la partie gyosptique est le plus souvent
située sur une épine, excroissance du tronc dendripouvant mesurer plus @rh de long
(fig. 14). La taille, le nombre et la morphologiesdépines sont trés variables, et une méme
épine peut subir d’énormes changements au coutsndps. Une des théories de I'existence
des épines serait la compartimentalisation desedwénts biochimiques qui se produisent a la
synapse. En effet, le cou des épines forme uncigse&ment qui pourrait ralentir la diffusion
des molécules, comme par exemple |€"Caisqu’au tronc dendritique, ou simplement
confiner dans une zone restreinte tous les élénméeisssaires au fonctionnement de la partie

post-synaptique.

Les remodelages membranaires qui se produisenntdiaaformation des épines,
comme durant les modifications des épines matunésgessitent un trafic endocytaire
important. Les endosomes tubulaires sont fréquerhrabgervé a lintérieur des épines,
tandis que les endosomes multivésiculaires soménardiellement situés a leur base (Cooney
et al, 2002). Il a été observeé que sur la totdie endosomes présents dans les dendrites, 70%
sont situés a la base ou a l'intérieur des épiRask(et al, 2006, Kennedy et al, 2006). Il est
intéressant de noter qu’'un endosome est en moymésent pour 3 épines, suggérant l'idée

de partage d’'un « appareil endocytaire » entreedpin
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Les récepteurs AMPA sont ancrés dans la densité-syoaptique (PSD), un

échafaudage sous-membranaire tres complexe deina®té&ui apparait comme une zone

dense aux électrons en face du bouton pré-synapégumicroscopie électronique (fig. 14).

Parmi les protéines de la PSD, se trouvent :

PSD-95 post-synaptic density protein R%lont la surexpression dans des cultures
neuronales augmente l'expression de surface des AMMEEI-Husseini et al,
2000). PSD-95 semble jouer un role dans I'ancraggerédcepteurs dans la densité
post-synaptique en supprimant leur diffusion ldeed leur internalisation (Han et
al, 2009).

La stargazine, une tétraspanine de la famille d&RF tfransmembrane AMPA
receptor regulatory protein interagit directement avec les AMPAR et regeler|
maturation, leur trafic et leur stabilité a la sysa (Nicoll et al, 2006). La
stargazine interagit également avec PSD-95 et abdaire le lien entre PSD-95 et
les AMPAR. D’autre part, il semblerait que la stige augmente l'affinité des
AMPAR pour le glutamate, augmentant par la mémépanse post-synaptique.
PICK1 (protein interacting with C kinase),1dont I'interaction avec la sous-unité
GluR2 est indispensable a 'endocytose des AMPA&n(&ly et al, 2008).

GRIP-1 @lutamate receptor interacting proteir)-interagit directement avec les
AMPAR pour les stabiliser a la surface, et contéle recyclage (Kulangara et al,
2006).

b) Endocytose des récepteurs au glutamate

» Endocytose dans les épines (fig. 15)

Il semblerait qu’il existe une zone d’endocytos&)(Etable, adjacente a la densité post-

synaptique, marquée par la clathrine et régulée ljaatine, dont [|'établissement est

indépendant de I'activité synaptique (Blanpied let2802). Il existerait une sorte de pont

protéique entre la PSD et la EZ, formé par lesgmes Homer et dynamine-3. La présence de

ces zones d’endocytose évoque l'idée d'un traiteroeal des modifications structurales des
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épines (taille de I'épine, nombre de récepteud syhapse), plutbt qu’un transport depuis le
corps cellulaire (Hirling, 2009).

Pour étre endocytés, les récepteurs doivent sectddtade la PSD, puis migrer
latéralement jusqu’a la zone d’endocytose. Une ifttisrnalisés, les récepteurs AMPA sont
triés dans les endosomes précoces, puis sontevibyés a la membrane plasmique en
passant par les endosomes de recyclage, soitglreys la dégradation (fig. 15). Le recyclage
des récepteurs a la surface nécessite la présanue [HZ fonctionnelle, ce qui suggére un
couplage local entre les mécanismes d’exocytosel’@tdocytose. NEEP21néuronal
enriched endosomal protein of 21KDest une protéine également présente a la synapise,
permettrait le recyclage des AMPAR a la membraasmlque, en interagissant avec GRIP-1
et la syntaxine 13. NEEP21 a été retrouvee dansridosomes multivéculaires, en particulier
dans les ILV (Utvik et al, 2009). Il a été obsergge la sous-unité GIuR2, une fois
internalisée, est envoyée dans les endosomes Ngegiis (Steiner et al, 2002). D’autre
part, 'endocytose des AMPAR est dépendante dedeeime Rab5 et de son interaction avec
EEA-1 (Selak et al, 2006).

Outre une endocytose clathrine-dépendante, il dedgat été remarqué que les
AMPAR (et les NMDAR) peuvent étre localisés darsdemainesafts (Hering et al, 2003).
Lorsque I'on provoque chimiquement une déplétiorclenlestérol et en sphingolipides dans
des cultures de neurones d’hippocampe, le nomtseédmes est significativement réduit,
tandis que la taille des épines restantes augmémteette méme déplétion provoque une
augmentation drastique de I'endocytose constitugitveégulée des AMPAR, suggérant que

les AMPAR de surface interviennent dans le mainties épines dendritiques.

La perte du site d’interaction a la cavéoline diepteur métabotropique au glutamate
MGIuR1 le délocalise des radeaux lipidiques, euitégdarallelement son internalisation
constitutive. La présence de ce récepteur danatesinfluence donc sensiblement son taux
d’expression de surface et par conséquent joudmattement un réle dans la plasticité

synaptique (Francesconi et al, 2009).

Les NMDAR possedent des sites de liaison a lallftegi et colocalisent avec cette
protéine dans des cultures de neurones d’hippocd8weanwick et al, 2009). Or une simple
déplétion desafts dans des cultures neuronales les protége deitatéoxduite par une forte

activation de ces récepteurs (excitotoxicité), ne sgiggere que le retrait des NMDAR des
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radeaux lipidiques provoque leur internalisation,qu’en fonction de leur localisation a la
surface, les NMDAR n’ont pas les mémes effets aaftalaires (Abulrob et al, 2005).

La composition lipidique de I'épine est ainsi systd#e de modifier considérablement
la physiologie neuronale en régulant I'expressiensdrface des récepteurs. Les zones de
membrane résistantes aux détergents concentreainesr protéines d’ancrage, comme PSD-
95 et GRIP, ce qui pourrait renforcer 'ancrage désepteurs a la synapse, mais aussi

permettre une stabilisation du réseau d’actindaqune I'armature de I'épine.

L’exocytose des récepteurs peut, quant a elleyadupe directement dans I'épine, ou
au niveau du tronc dendritique. L'insertion de neawx récepteurs dans la membrane des
dendrites nécessite ensuite une diffusion latéaterécepteurs jusqu’aux sites synaptiques.
Cette diffusion latérale des récepteurs en surtaceé observée par I'équipe de Daniel
Choquet a Bordeaux, par une technique de marquagartace avec des anticorps couplés a
des billes de latex suivies en video-microscopes sous-unités GIuR2 présentes a la surface
montrent une grande mobilité avec des périodestaldlige réversible correspondant aux
passages dans les parties post-synaptiques ofckgsteurs sont ancrés par les protéines de la
PSD (Borgdorff et al, 2002).

= Régulation de I'endocytose des GIuR

Dans les neurones corticaux en culture, le blockgkactivité neuronale par la TTX
(tétrodotoxine, un inhibiteur des canaux sodiquatage-dépendant) réduit I'endocytose des
AMPAR. Au contraire, une activation des synapsesgtaghatergiques par blocage des
récepteurs inhibiteurs GABAergiques avec la bidiumel augmente I'endocytose et la
réinsertion des AMPAR a la membrane plasmique.eCaitbdulation du trafic endocytose-
recyclage des AMPAR par l'activité synaptique dé&pda I'activation des récepteurs NMDA,
et du C&" intracellulaire (Ehlers, 2000, Beattie et al, 2D0De trafic endocytaire des
récepteurs AMPA a la synapse est donc étroitenieat llactivité neuronale, et en particulier

a l'activation des récepteurs NMDA.

En fonction d’'une stimulation spécifique des réeapg AMPA ou NMDA, le trafic
des récepteurs AMPA est difféerent, et semble ctifpar les sous-unités présentes dans le

tétramere de 'AMPAR. L’apport des récepteurs AMRAa membrane post-synaptique lors
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d’'une activation des récepteurs NMDA est contr@eé lp sous-unité GluR1 (Passafaro et al,
2001), tandis que le retrait des AMPAR lors d’uctvation des récepteurs au glutamate est

sous le contrdle de la sous-unité GIuR2 (Lee 2G04).

Apres l'application d’AMPA ou de NMDA dans les auwles de neurones
d’hippocampe, les AMPAR sont internalisés et I®#di dans les endosomes
tubulovésiculaires présents le long des dendride(s, 2000). Dans les deux minutes qui
suivent la stimulation, la sous-unité GIuR1 col@mlavec les protéines EEA-1 et Rab5. En
présence d’AMPA, GIuR1 est ensuite redirigé vess dadosomes tardifs (marqués par la
protéine Lampl), tandis qu’aprés une stimulatios dicepteurs NMDA, GIuR1 a plutét
tendance a étre dirigé vers les endosomes de ageytolocalisation avec Rabl1l et le TfR).
En 30 minutes, les AMPAR sont renvoyés a la mengrplasmique apres une breve
stimulation au NMDA, tandis que 6h apres la stirtiafaa I'’AMPA, le signal intracellulaire
des sous-unités GIuR1 diminue significativemenbgésant une dégradation de la protéine.

c) Exemple de plasticité synaptique : potentialisatioret dépression a long

terme

La plasticité synaptique est particulierement remable dans les événements de
potentialisation et de dépression a long terme (LE&EPLTD, long term potentiation /
depressiop Ces phénoménes pourraient étre un des mécanisoiésulaires de la mémoire
dans notre cerveau. Chez les mammiferes, I'hipppeasst un lieu central de I'apprentissage.
La découverte de la LTP, qui date de 1966, a éte ¢aez le lapin au niveau des synapses
entre la voie perforante (VP) en provenance duegoret le gyrus denté de I'’hippocampe.
L’intensité des PPSE enregistrés au niveau du gyeate en réponse a une stimulation de la
voie perforante peut étre augmentée durablemdioinsiéalise au préalable une stimulation a
haute fréquence (stimulation tétanique, 100Hz) film®s pré-synaptiques (LTP). Un tel
phénomene a pu étre observé des années plus terdi'datres parties du cerveau, comme le
cortex, le cervelet et I'amygdale. A l'inverse, dasmulations répétées a basse fréquence

(1Hz, voire moins), sont capables de diminuer ég®nses post-synaptiques (LTD).

Un des modeéles actuels repose sur un réle cemu#l par les NMDAR dans la
plasticité synaptique, de par leur capacité a aevsir en présence de glutamate que lorsque

la membrane post-synaptique est dépolarisée. Usnppdonc un réle de « détecteurs de

49



Introduction

coincidence » capable de réagir a une dépolanspti®synaptique (libération de glutamate)
et post-synaptique (ouverture des canaux AMPA) kanées. On sait que le flux de’Ca
travers les NMDAR déclenche des cascades de sgtialh dont une des conséquences est
une augmentation du nombre de récepteurs AMPA auldace post-synaptique. Cette
augmentation du pool dAMPAR de surface permet cfeitre la dépolarisation post-

synaptique pour une méme libération de glutamate.

Lors d’'une potentialisation a long terme, on obsaren seulement une relocalisation
des récepteurs au glutamate a la membrane pogiEw® mais également une
augmentation de la taille des épines dendritigBes.des neurones d’hippocampe en culture,
une stimulation mimant les effets d'une LTP (LTPtedik chimique ») provoque une
relocalisation des endosomes de recyclage depuizda vers l'intérieur des épines. Le
blocage de la fusion des endosomes de recyclage Bveanembrane plasmique par
surexpression d’'un mutant inactif de la SNARE Syimia 13, inhibe la croissance de I'épine
observée lors de I'induction de la potentialisatiolong terme dans ces cultures (Park et al,
2006). L'apport de membrane nécessaire a la croissdes épines proviendrait donc de la
fusion des endosomes de recyclage avec la memplasmique dépendant de la syntaxine
13. La fusion des endosomes de recyclage servioaitseulement a apporter des protéines
susceptibles de modifier I'efficacité synaptiqueisnaussi du matériel membranaire afin de

modifier le volume de I'épine et de contrebalarlagrerte de membrane due a I'endocytose.

A linverse, dans une LTD, I'expression de surfpost-synaptique des GIuR diminue,
ce qui entraine une chute de I'amplitude des PREH.TD semble elle aussi dépendre du
Cd”, et il existerait un couplage entre I'entrée d&*Gat linternalisation des AMPAR
(Hanley et al, 2005).

Troisieme partie : Voie endocytaire et maladies nandégenératives

Comme nous venons de le décrire, le systeme gmdsdmal est a la base de la
communication synaptique entre les neurones. Caai pans doute expliquer pourquoi de
nombreuses maladies neurodégénératives ont poginerdes dysfonctionnements de ce
systeme. En outre, de plus en plus d’évidences nernjue la propagation de certaines
protéines pathogenes a travers le systeme nerventxat pourrait également impliquer la
voie endocytaire.
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l. Encéphalopathies spongiformes transmissibles (EST)

1. Découverte d'un nouvel agent infectieux

Les encéphalopathies spongiformes transmissibtesime la maladie de Creutzfeldt-
jakob et de Kuru, sont provoquées par la dégénémesale neurones dans le systéme nerveux
central. Chez I'homme, la maladie de Creutzfeldtiaprovoque une perte de I'équilibre et

de la sensibilité, puis des démences a évolutipicezet fatale.

La plupart des cas d’encéphalopathie spongifornm¢ sporadiques, mais on trouve
également des transmissions héréditaires, et dearnmations suite a des greffes de tissus
cérébraux provenant de cadavres ou de maladesradement avec une hormone de
croissance, ou d’utilisation d’appareils chirurgigacontaminés. Dans les années 80, une
variante de la maladie de Creutzfeldt-jakob estaspp en Angleterre, I'encéphalopathie
spongiforme bovine, liée a une consommation dendarianimales issues des carcasses
d’animaux. Cette forme d’encéphalopathie est trassiiie a ’'homme aprés consommation

de viande contaminée, selon un mode encore inconnu.

Les encéphalopathies spongiformes transmissibled des maladies a prions
(proteicaneous infectious particlesElles sont causées par la transmission d’un tagen
infectieux appelé PrPs@(ion protein scrapig une protéine qui a la capacité de se répandre
dans I'organisme jusqu’au systeme nerveux centalPrPsc est une forme anormalement
repliée en feuillets3, d’'une protéine ubiquitaire endogene appelée Rdetular prion
protein), qui comporte majoritairement des hélieesLa forme scrapie est résistante a un
clivage par la protéinase K, et a la capacité dalyser le changement conformationnel de la
PrPc normale en PrPsc. La présence de la formalaigdl est d'ailleurs indispensable a
I'établissement de la maladie, comme le révélestélades réalisées sur des souris KO pour
son gene, auxquelles la forme scrapie a été igd&aeler et al, 1993). La découverte de cet
agent infectieux dans les années 1980 par S.Binerugui recut le Prix Nobel de médecine
en 1997, révéla pour la premiere fois I'existenws cdigent infectieux pour les mammiféres,

dénué d’acide nucléique.
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Tous les mammiferes expriment la PrPc, ce qui B&ggu'ils sont tous susceptibles de
contracter une maladie du type encéphalopathiegsioome. Chez I'homme, le ger@np
qui code pour la PrPc est situé sur le chromosobneeRil est actuellement supposé que la
présence chez certains individus d’un codon 129W&ttengendrerait un plus grand risque de
contracter la maladie que les autres variants (dE®\ét et 129Val/Val). Il est également
possible que ces deux variants retardent simplefegyarition des symptémes, mais les
études épidémiologiques n’ont pas encore assegcdé pour I'affirmer. Des mutations dans
ce gene sont responsables d’'une forme héréditare@phalopathie spongiforme appelée
insomnie fatale familiale, qui apparait vers 50 @névolue en quelques mois vers le déces du
patient. Le rble physiologigue de la protéine Prest encore mal compris. Bien
gu’ubiquitaire, elle est principalement expriméasldes neurones et semblerait permettre
I'adhésion cellulaire et la pousse neuritique eteramgissant avec la laminine, mais aussi
intervenir dans le métabolisme du cuivre, I'apoptesla transmission synaptique (Martins et
al, 2001). Malgré cette pluripotence, les souris p@r le géengrnp ont un développement

normal et leur capacité d’apprentissage n’est [iésta.

2. La PrP dans la voie endocytaire

a) La PrP dans les radeaux lipidiques

bY

La PrPc est une glycoprotéine a ancre GPI qui ssergiellement située a la
membrane plasmique dans les radeaux lipidiguedotrae endogéne est principalement
monomeérique, tandis que la forme scrapie a tendanse multimériser et a former des
fibrilles amyloides extracellulaires (Caughey et28106). Des études realisées sur des souris
transgéniques exprimant une protéine PrPc délé&émual ancre GPI montrent qu’elles sont
résistantes a une infection par la protéine scrdpés études histologiques du cerveau de
ces souris ont révélé la formation de plagues pe myloide a partir de la forme cellulaire
sans GPI, mais qui de facon surprenante, ne sentogajues pour les neurones (Chesebro
et al, 2005). L'ancre GPI, et par extension la lisesion de la protéine cellulaire dans les
rafts, semble donc indispensable au changement confiormat induit par la forme
scrapie, et également interférer avec l'agrégatim la protéine dans le milieu
extracellulaire. En revanche, la conformation seram feuillets3 parait indispensable a la

toxicité neuronale.
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Une étude intéressante de Baron et al en 2002rayaiillait sur des DRM purifiés a partir
de la lignée N2a, a montré que dans ce systemkilagel, la conversion de la PrPc en PrPsc
aprés addition du prion pathogéne dans la soluponyait étre augmentée en ajoutant un
agent fusogénique (polyéthylene glycol). Ces travsuggerent que lors du premier contact
infectieux entre la protéine scrapie exogene girdédéine endogéne exprimée en surface des
cellules, l'infection par la forme scrapie nécessih échange de membrane, ce qui signifie
que la PrPsc pourrait étre associee a des vésitipidggues devant fusionner avec la

membrane cellulaire pour permettre la conversiolageotéine endogéne.

b) La PrP dans les endosomes

Dans les neurones, la protéine PrPc de surfaceapgtement endocytée, semble-t-il
principalement par les puits de clathrine. La pra&édevrait donc sortir des radeaux
lipidiques avant d’étre endocytée (Sunyach et @032 Sa présence dans les endosomes
précoces et tardifs a été rapportée de nombreasegPrado et al, 2004, Griffiths et al, 2007,
Veith et al, 2009). Dans les neurones, la PrP etikx dans les endosomes avec le récepteur
a la transferrine et rab 5 (endosomes précocédd, t&traspanine CD63 (endosomes tardifs).

Dans une lignée neurogliale exprimant la formeutalle, ou infectée par la forme
scrapie, les deux formes sont endocytées et seuveint ensuite dans les vésicules intra-
luminales et a la surface des endosomes multiiésies, puis dans les exosomes. En outre,
les exosomes provenant de cellules inoculées avderPsc sont capables d’infecter des
cellules saines, et provoquent la maladie s'il4 sggactés dans le cerveau de souris (Février
et al, 2004). Des travaux réalisés par Alais ena2008 ont ensuite confirmé la présence de la
protéine PrPsc dans les exosomes secrétés pakéemfdctées. Ces résultats suggerent tres

fortement que les exosomes soit un vecteur deolgagiation du prion dans I'organisme.

Récemment, il a été montré quVivo, le liquide céphalo-rachidien d’ovins contient des
exosomes portant la protéine PrPc (Vella et al8200es exosomes sont donc un excellent
candidat pour expliquer le passagevivo de I'agent infectieux depuis la périphérie (muscle

sang, intestins) vers, et a travers, le systemgsngrcentral.
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. Maladie d’Alzheimer

La maladie d’Alzheimer est caractérisée par unecdi@gscence des neurones des
zones limbiques, dont I'hippocampe, qui se propagguite a d’autres structures cérébrales.
Les patients présentent des troubles de la ménmirg de la cognition, de I'orientation, et du
comportement. Cette maladie survient de facon sigpra & un age avance (I'age moyen des
patients est de 82 ans), mais il existe aussi dewmeks familiales précoces, d'origine
géneétique, qui peuvent apparaitre chez le jeundteadll existe aujourd’hui deux
caractéristiques histologiques de la maladie : e'part les neurofibrilles intracellulaires
(neurofibrillar tangles NFT), qui correspondent a I'accumulation sousn@rde polyméres
insolubles d’'une protéine du cytosquelette appélée, dans le cytoplasme des neurones.
D’autre part, les plaques amyloides formées d'ajségxtracellulaires d’'un peptide appelé

AP (ou peptide amyloide).

1. Le peptide amyloide et son précurseur I'APP

L’A B est un peptide de 40 a 42 acides aminés issu ubledclivage d’'une protéine
appelée APP Amyloid precursor protein Le gene de I'APP humain est situé sur le
chromosome 21. Dans le syndrome de Down (Trisonlig B présence d'une copie
supplémentaire du géne de I'APP provoque I'apmaritie la maladie d’Alzheimer chez le

jeune adulte.

L’APP est une protéine & un domaine trans-membmandont la longueur varie de
695 a 770 acides aminés en fonction du type celulbes souris KO pour le gene de I'APP
sont viables mais présentent des déficiences coggitdéfauts de mémorisation et problémes
locomoteurs, qui suggerent quVvivo, 'APP interviendrait dans la mise en place ddaies
circuits neuronaux, ou dans la physiologie synagti(Senechal et al, 2008). L’APP posséde
des sites de clivage par des enzymes appeléesaséséde type, B, ety. Les protéines
ADAM 9, 10, 17 A disintegrin and metalloproteinase domgaiMDC-9 et BACE2 sont des
a-Sécrétases. Lgrsécrétase neuronale est la protéine BAQEdité APP cleaving enzymg 1
Enfin, lay-sécrétase est composée des présenillines 1 at fyrment le coeur enzymatique
capable de cliver 'APP dans sa partie transmenaim@nassociées a la nicastrine, APH-1 et
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PEN-2 (Thinakaran et al, 2008). Il existe deux saie clivage de I'APP par les sécrétases
(fig. 16) :

- la voie non — amyloidogénique :d*sécrétase clive d’abord I’APP au niveau de la
membrane plasmique, libérant dans le milieu exlitdege le sAPR (secreted
APP «). La partie membranaire restante, appelée C8Xlmmreprésente les 83
acides aminés C-terminaux de I'APP, est ensuit@eldans sa partie membranaire
par la y-sécrétase, pour produire le peptide p3 et 'AICAPR intracellular
domair)

- la voie amyloidogénique : xsécrétase clive 'APP, légéerement en amont du site
de I’ a-sécrétase, libérant un fragment soluble plus cteiIdAPB, et le fragment
membranaire C99. C99 est ensuite clivé pay-$&crétase, pour donner PAet
AICD. La y-sécrétase peut cliver a différents sites, donmaigsance a des
peptides A de 37 a 43 acides aminés. Les plus frequentd’sdit0 et 'AB42, ce
dernier étant celui possédant la plus grande psipera former des fibrilles qui

s’associent en plaques extracellulaires.

Le fragment soluble sARHouerait un role de facteur de prolifération cklite, chez
'embryon aussi bien que chez l'adulte. Sa séanéést augmentée aprés stimulation des
précurseurs neuronaux avec I'EGEpidermal growth factdr ce qui sous-entend des
mécanismes cellulaires reliant ces deux voies liCailal, 2004). Le fragment AICD jouerait
quant & lui un réle de co-facteur d’activation déranscription de certains genes, dont le géne
du récepteur a 'EGF (Zhang et al, 2007). Les deaigs existent a priori dans tous les types
cellulaires. Les regles qui déterminent la préd@mae d'une voie sur l'autre ne sont pas
encore bien connues, bien que le type cellulaila ptésence de cholestérol semblent jouer
un roéle. Par exemple, par rapport a d’'autres @sd|ules neurones expriment beaucoup de
BACE1 (3-sécrétase), ce qui favorise la voie amyloidogéni@jthinakaran et al, 2008). La
voie non-amyloidogénique se produirait principaletreela membrane plasmique, ou se situe
I a-sécrétase, tandis que la voie amyloidogéniqueletit effectuée dans les compartiments

intracellulaires, dont les endosomes.

Il existe a ce jour 25 mutations connues dans leegde I'APP, dont 19 sont
responsables de formes familiales de la maladidzd&mer. Elles sont essentiellement
situées dans ou a proximité des sites de clivagdegasécrétases (fig. 17). Ces mutations

alterent leprocessingde I'APP, en générant soit une plus forte productde peptide
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amyloide, soit des fragments aberrants. Par exefd#® swedish qui est un variant trouvé
dans une famille suédoise atteinte par la malautige la double mutation K670N M671L,
dans le site de clivage par pasécréetase. Cette mutation induit une augmentat®ra
production d’A42 (Citron et al, 1992, Tienari et al, 1997). L’ARBndon est un autre
variant, trouvé chez une famille anglaise, donnhegations 1716V V7171 se situe dans le site
de clivage par la-sécrétase. Il existe également une centaine dationg connues dans les
genes qui codent pour les présénillines 1 et 2,aggmentent la production dpAet sont

responsables d’une apparition précoce de la matbéizheimer.

2. Toxicite de I'Ap
a) Ap extracellulaire et dysfonctionnements synaptiques

bY

Les monomeéres solubles djAont tendance a s’oligomériser, puis a former des
fibrilles, qui s’assemblent ensuite sous forme deques extracellulaires. La toxicité du
peptide en fonction de ses différentes formesawjuement discutée dans la littérature. Il a
été observé dans le cerveau humain la formatioplalgues amyloides sans apparition des
signes clinigues de la maladie d’Alzheimer, ce gjghifie que les plaques ne seraient pas
directement responsables de la mort neuronale efzanche, l'injection d'oligomeres d
dans le cerveau de souris déclenche une importiggenérescence des neurones autour de la
zone injectée, et une détérioration de la LTP (Lewinét al, 1998).

Il est de plus en plus avancé aujourd’hui queB)Andépendamment des plaques,
engendrerait des dysfonctionnements synaptiques eygliqueraient les déficiences
cognitives observées dans la pathologie. Une &edéamenetz et al en 2003 a révélé que
I'activité neuronale augmente la production f;/Aet qu’'en retour, I'& diminue la
transmission synaptique excitatrice. Or l'applicatid’'oligoméres d’& sur des tranches
d’hippocampe réduit également le nombre d’épinesddiques et de synapses, ce qui
pourrait expliquer la baisse de transmission sygaptexcitatrice (Shankar et al, 2007). Une
autre étude a montré que les monomeres et oliggmeotubles d’'A altérent la
potentialisation a long terme dans des culturesdugmpiques ainsi que I'apprentissage chez
des souris (Selkoe et al, 2008). L'action defl’dourrait passer par les récepteurs NMDA,

puisqu’une inhibition de ces récepteurs inhibedegd’épines en présence A
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Les monomeres d’A provoquent une perte des récepteurs AMPA et NMDA d
surface (Roselli et al, 2005, et Almeida et al, 20Etonnamment, il existe une spécificité de
fixation de I'AB sur les synapses glutamatergiques par rapporsyepses GABAergiques
(Lacor et al, 2007). Ceci pourrait expliquer I'apgpan des déficits cognitifs trés tét chez les
patients atteints par la maladie d’Alzheimer. Réoemt, I'hnypothése de I'existence d’un
récepteur de I' sur les neurones a été avancée. Une étude a nupreréa protéine PrP
interagit avec I'AB42 et que cette interaction inhibe la potentialisag long terme sur des
tranches d’hippocampe. D’autre part, des tranchi@pmbcampe prélevées chez une souris
KO pour le géne PrP n'ont pas de détérioration aleéponse synaptique en présence
d’'oligoméres d’A42. La protéine PrP serait donc le médiateur pgudkel’Ap42 induit le
dysfonctionnement des synapses et cette interagmnrait intervenir dans les signes

précoces de la maladie d’Alzheimer (Laurén et @)9).

Il a été avancé que I'APP lui-méme serait un réaappour I'A3. En effet, des
neurones issus d'une souris KO pour le gene deR’ABnt partiellement résistants a la
toxicité induite par les oligoméres (PAL’APP est donc impliqué dans la toxicité de ) Aet
sa position transmembranaire a la surface celtlaisse penser qu’'il pourrait un role de

récepteur (Lorenzo et al, 2000).

b) AB intracellulaire et dysfonctionnements de la voieredocytaire

Outre son agglomération extracellulaire, ' &st également observé a l'intérieur des
neurones a des stades plus précoces de la mdladides modeéles d’étude de la maladie
d’Alzheimer est une lignée de souris transgénigexgrimant I'’APP swedish Avant la
formation des plaques extracellulaires, il a étéseobd que le peptide P42 est
majoritairement présent a la surface des endosomég/ésiculaires (fig. 18a) au niveau des
dendrites et du soma des neurones hippocampiquette [Ocalisation de I'B42 dans les
MVB est également retrouvée dans le cerveau dematAlzheimer, et augmente avec I'age
dans le cerveau de patients sains (Takahashi é20@R). L’accumulation d’'A dans les
endosomes multivésiculaires et tardifs précede€ttedchement des symptéomes, ce qui laisse
supposer que cette localisation intracellulairaydhtage que les plaques extracellulaires, est
délétére pour les neurones, et pourrait corrélec da& perte des synapses observée au début
de la maladie
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Dans I'hippocampe de patients décedés a un stadeqe de la maladie, et chez les
patients atteints du syndrome de Down n’ayant peere développé de démence, il a été
observé la présence d’endosomes aberrants, plyes dare les endosomes des cas contrbles
(Cataldo et al, 2000). Une surexpression de Rab®BelRab7 dans une lignée cellulaire
augmente de la méme facon la taille des endosomgeE®qes et accroit parallelement la
production d’AB (Grbovic et al, 2003, Yuyama et al, 2009). Cetgismement des endosomes
est également observé dans la maladie de Niemahn-¢&ractérisée par une accumulation
intracellulaire de certains lipides (cholestérahslée type C et sphingomyéline dans les types
A et B), principalement dans les endosomes tartiés. patients atteints de cette maladie
présentent des enchevétrements neurofibrillairdsTjNet des fibrilles intracellulaires dpA
ce qui laisse supposer que ce sont des dysfonetoants de la voie endo-lysosomale qui
sont & l'origine de la production et de I'accumiglatde ces protéines dans les deux maladies
(Nixon, 2004).

3. Processingde I'APP dans la voie endocytaire

L’APP est synthétisé dans le réticulum endoplasmiqui il est N-glycosylé. Ensuite
il est transféré a I'appareil de Golgi, ou sa mation s’achevera par une O-glycosylation et
une sulfatation. Il est ensuite adressé a la mamelpasmique, ou il subit un rapide turn-over
(recyclage en 5 a 10 minutes). Une partie est ggaledirigée vers la dégradation (Selkoe et
al, 1996).

La voie endocytaire joue un role majeur danprlecessingde 'APP. On sait que la
production d’amyloide dépend de I'endocytose de goécurseur, via un mécanisme
clathrine-dépendant (Koo et al, 1994, et Peret, 49989). Le complexe enzymatique dera
sécrétase est présent dans les domamis enrichis en cholestérol et sphingolipides, au
niveau de la membrane des endosomes (Vetrivel 8084). Les fragments C-terminaux de
I'APP (CTF, C99 et C83) ont été repérés dans leBIVat I'on sait qu’ils sont sécrétés par la
voie exosomale. Cette sécrétion est augmentéagmfilomycine, qui blogue I'acidification
des endosomes et le transport des protéines verfydesomes. Une inhibition de ia
sécrétase augmente également la secrétion des&@iBHas exosomes (Vingtdeux et al, 2006,

Sharples et al, 2008). Des études ont montré cpeP!’ entier était aussi sécrété par des

58



Introduction

neurones en culture, sous forme d’agrégats ou ig@saodes microparticules de 50 a 100nm
(Barber et al, 1995).

Ces travaux montrent que le clivage de 'APP imgdidgrés étroitement le systeme
endocytaire, et en particulier la voie de sécrétixosomale. En 2006, Rajendran et al
montrent que dans la lignée de neuroblastome Ngxstumant 'APP swedish, I'B est
présent a l'intérieur des endosomes multivésicesa(fig. 18b), et est associé aux exosomes
sécrétés. lls montrent également la présence dddixs les plaques séniles chez un patient
Alzheimer. L'année précédente, une étude avaitléégé’'un autre marqueur exosomal, la
flotilline-1, était également présent dans les pésqamyloides des souris transgéniques
(Kokubo et al, 2005).

Les mécanismes qui contrélent la sécrétion d'urtipepcomposé de la moitié du
domaine transmembranaire de son précurseur, puisagoegation en oligomeéres et en
plagues sont encore mal compris. En 2008, une étudentré que la sécrétion du lipide GM1
par voie exosomale déclenche la formation d’oligaesél’AB. L'amyloide a la capacité de se
lier au ganglioside GM1, et une inhibition de laidon A3-GM1 empéche la formation des
fibrilles d’amyloide (Yuyama et al, 2008). Les e@p®es auraient donc potentiellement un

réle a jouer a la fois dans la sécrétion du pepiigleet dans son oligomérisation.

D’autre part, il a été montré que la sous-unité AD® de lu-sécrétase est sécrétée
dans les exosomes, ou elle clive un autre substraotéine transmembranaire d’adhésion
neuronale L1-CAM (Stoeck et al, 2006). En 2008, rBles et al ont montré que la protéine
BACE (B-sécrétase) et les préseénillines 1 ep-84crétase) sont présentes dans les exosomes
sécrétés par une lignée de cellules (CHO) qui gumment I'APP sauvage. Compte-tenu de la
présence des CTF dans les exosomes, il est posgihlee synthese dA se produise

également dans les exosomes.

Ainsi, le peptide B pourrait étre sécrété sous forme soluble puisssrabler en
fibrilles insolubles, éventuellement sous I'effet @janglioside GM1 enrichi dans les
exosomes, mais aussi étre sécrété ou produit davgié exosomale. C’est pourquoi il est
d'une importance capitale de comprendre les mécemsEsqui contrdlent la sécrétion
exosomale par les neurones. Dans le cas ou lesorerss permettraient le passage
interneuronal de matériel, a 'image des mécanisaofservés dans les cellules du systeme

immunitaire, ils pourraient aussi expliquer commianpathologie, qui se développe a partir
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des zones limbiques, se propage d’abord aux zoaeslimbiques puis aux aires corticales
auxquelles elles sont fonctionnellement associBeskhner et al, 2009, Seeley et al, 2009).

[l. Voie endocytaire et propagation de la toxine du Té@nos dans le systeme
nerveux

1. Latoxine du Tétanos (TeNT) et son mécanisme d’actn

La toxine du tétanos est produite par la bact@iwstridium tetani Il s’agit d’'une
Zn**-protéase de 150 kDa, qui est spécifique des neardtile est formée par I'association
par pont disulfure d’'une grande sous-unité de 1@)kBsponsable de la liaison spécifique
aux neurones et de l'internalisation du complexed’ene petite sous-unité de 50kDa qui
porte I'activité enzymatique. Cette enzyme a pableda synaptobrévine (ou VAMP2, de la
famille des SNARE), qui intervient dans la fusioesdvésicules synaptiques avec la
membrane plasmique (Schiavo et al, 1992). Un comatzec la TeNT provoque une paralysie
(tétanie) du corps par blocage de la libératiorGdBA (acidey-amino-butirique) au niveau

des interneurones qui contrélent les motoneuroada thoelle épiniére.

L’infection se produit en général aprés une blesswec des objets contaminés. Apres
avoir passe la barriere cutanée, la toxine entne tss motoneurones au niveau des jonctions
neuromusculaires (fig. 19). Elle est internaliségs gransportée de facon rétrograde dans
I'axone du neurone moteur. La toxine remonte gusju’au systéme nerveux central ou elle
est transférée dans les interneurones de facos-ssaraptique selon un mécanisme encore
inconnu. Ce n’est qu’une fois dans les internewsanee la toxine clive la synaptobrévine et
inhibe la libération du GABA. Une autre toxine dlidiale, la toxine botulique (BONT)
produite par la bactéri€lostridium Botulinumconnait le méme mode de contamination et a
également pour cible des SNARE impliguées dansotgiose des vésicules synaptiques.
Mais contrairement a la TeNT, elle agit directenmeetd jonction neuromusculaire et inhibe la

libération d’acétylcholine.

2. Utilisation de la TeNT pour repérer les circuits n@ironaux

La spécificité de la TeNT pour les neurones etiatéressante propension au passage

trans-synaptique rétrograde se sont réveélées yias tracer des circuits neuronaux dans le
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cerveau. La chaine lourde de la TeNT est composégedx sous-domaines : la partie N-
terminale permet I'entrée de la protéase (chaigerdd dans le cytoplasme, tandis que la
partie C-terminale est responsable de l'interactieria toxine avec les récepteurs de surface.
Cette partie C-terminale (TTQetanus toxin C-terminal fragmgntouplée a la GFRGfeen
fluorescent proteipy est un formidable outil pour suivre le trajetsdeeurones connectés
synaptiguement entre eux. Injectée a des sounigveau de la langue, la protéine est détectée
12h aprés le long du nerf moteur hypoglosse, pdisa 218h plus tard dans de nombreux

noyaux du systeme nerveux central (Coen et al,)1996

3. Mécanismes d’internalisation de la toxine dans leseurones

a) Les récepteurs de surface

Injectéein vivo a des souris en périphérie, la GFP-TTC forme desters sur la
membrane pré-synaptique des jonctions neuromusesjau niveau de puits de clathrine, et

elle semble également localisée au niveaualts(Roux et al, 2005).

Un certain nombre d’évidences relient la fixati@nla toxine a la surface des neurones
avec legafts. Le clivage des protéines a ancre GPI de surfacé&phospholipase C prévient
les neurones contre la toxicité de la TeNT (Murtrale2001), tout comme une déplétion en
cholestérol (Herreros et al, 2001). Il a été monwé la chaine lourde de la TeNT posséede
deux sites de liaison a des polysialogangliosi@&siro et al, 1997, Rummel et al, 2003). La
toxine interagirait d’abord avec un oligosaccharigea la membrane via un ganglioside
(GD1b et GT1b), puis un cluster de ces récepteriforenerait, ayant pour conséquence de
renforcer l'interaction et de la rendre irréversibLa toxine peut également se lier via sa
chaine lourde a la protéine Thy-1, une protéingorale a ancre GPI qui s’accumule dans les
rafts. Mais Thy-1 n’est probablement pas l'unique réceptiila toxine puisque des souris

KO pour son géne restent sensibles a la TeNT.

Une fois la toxine fixée sur la membrane du neuréokgomérisation des récepteurs
(APR pour Arrays of presynaptic receptgrgpermet a la toxine d’étre endocytée, puis
transportée dans I'axone du neurone moteur darsere rétrograde. Il a été montré que
I'endocytose de la toxine tétanique dépend de teadhyne et de la clathrine dans les neurones
moteurs. Cette voie d’endocytose serait indépeedatd la voie de recyclage des

neurotransmetteurs, d’apres Deinhardt et al en .2A0&ontraire, la toxine botulique semble
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internalisée par cette voie de recyclage, via sweraction avec la synaptotagmine | et Il
(Monteccuco, 2004). La principale différence deusdge peptidique entre les deux toxines
se situe dans la partie C-terminale, par laquelléag donc I'interaction des toxines avec la
membrane plasmique. Cette différence pourrait gupli qu’'elles emploient des voies
d’internalisation séparées, et par extension gsetint des comportements distincts dans le

neurone moteur.

b) Les compartiments de transport
» Transport de la toxine dans des compartiments endomaux

Une étude de 1987 par Parton et al, montre quaxiad tétanique endocytée par des
neurones de moelle épiniére de souris se retroans lk&s endosomes précoces au bout de 15
minutes, puis dans les MVB en 30 minutes. En 2@@8nhardt et al étudient le trajet de la
protéine GFP-TTC dans les motoneurones. Apres sudatnalisation, la GFP-TTC est
localisée au bout de 15 minutes dans des compantsniab5-positifs, puis apres 60 minutes
elle se situe dans des compartiments marqués plar Bai migrent dans l'axone. lIs
constatent que la protéine Rab5 semble intervearis des étapes précoces du tri de la GFP-
TTC, car la surexpression de son dominant négadiitason transfert dans les compartiments
de transport sans affecter son internalisation.7Redvmettrait quant a elle le transport axonal
a proprement parler, puisqu’'une surexpression de daminant négatif provoque une

stagnation de la GFP-TTC dans I'extrémité de I'axon

= Moteurs moléculaires du transport axonal de la toxie dans les motoneurones

La mobilité des endosomes qui transportent la wxians I'axone semble assurée par
plusieurs moteurs moléculaires. D’'une part, la dyméqui ancre les compartiments de
transport sur les microtubules, et d’autre pamiesine V, responsable de la mobilité le long
du réseau de F-actine (Lalli et al, 2002 puis 20Q3) présence concomitante des deux
protéines est nécessaire au transport rétrogragleatepartiments qui transportent la toxine,

ce qui suggere une coopération entre les deux risboces.
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* |Importance du pH a I'intérieur des compartiments

Une étude ancienne de Boquet et al en 1982 a mqu&édes changements de pH
induisent des modifications structurales de larnexiA pH neutre, 'enzyme aurait une
conformation qui lui donne un caractere plutdt loydhile, tandis qu’'a pH acide, la toxine
opérerait un changement de conformation lui dondantapacité de former un canal
transmembranaire. Ce canal pourrait permettre dgnsterneurones le passage de la toxine
a travers la membrane de I'endosome, et lui doacegs a la synaptobrévine Il localisée dans

le cytosol.

Au contraire, dans les motoneurones, les compantsngui transportent la toxine ont
un pH neutre et ne s’acidifient pas durant le traj@nal (Bonhert et al, 2005). Une étude de
Salinas et al en 2009, étudie le transport de fadéus CAV-2 €anine serotype 2
adenoviru} dans les motoneurones. Ce virus neurotrope ekicgté et puis transporté dans
des compartiments qui gardent un pH neutre todbag du trajet jusqu’au corps cellulaire.
Les chercheurs observent que la toxine du tétarststransportée dans les mémes
compartiments que lI'adénovirus, suggérant I'existetiun mécanisme commun de transport
axonal rétrograde entre ces éléments, par des @méssparticuliers dont le pH neutre semble

permettre de les maintenir dans le lumen sanssgai@nt acces au cytosol.

4. Passage trans-synaptique

Le passage de la toxine du tétanos entre les matones et les interneurones dans la
moelle épiniere est encore obscur. Personne atmunte sait par quel mécanisme la TeNT
passe du neurone moteur post-synaptique a l'inteone pré-synaptique. La présence de la
toxine dans les MVB, sa colocalisation avec Rabészafts, nous ont conduits a I'hypothese
qgue la TeNT pourrait étre sécrétée par les exos@ueasveau du neurone moteur, qui lui

permettraient ensuite d’étre transférée aux inteores.

Quatrieme partie : Objectifs de la these

Les études menées sur différents types cellulai@srent que les exosomes sont une

voie importante de communication intercellulains. permettent des échanges de protéines
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membranaires de surface, mais aussi ARNmM, eng® akllules de type identique ou

différent, et la propagation de signaux d’activatiia ces messagers.

Nous nous sommes d’'abord demandé si les neurocestaént des exosomes. La
sécrétion d’'exosomes par les neurones pourrait gifienune communication entre les
cellules du systeme nerveux, voire une contribuiiderneuronale a I'expression de surface
des récepteurs aux neurotransmetteurs, ce quisergegait une voie totalement nouvelle de
modulation de la transmission synaptique. De plas, exosomes neuronaux pourraient
permettre la sécrétion et la propagation de pregépathologiques dans le systéme nerveux,
comme le peptide Aet la PrPsc.

Mon travail de thése a été consacré dans un preneps a la découverte de la
sécrétion d’exosomes par les neurones. En utillsanbdéle des neurones corticaux de rat en
culture, nous avons décrit les caractéristiques phwogiques, densitométriques, et

protéomiques des exosomes neuronaux.

Dans un deuxiéme temps, nous avons regardé sti@tied des exosomes pouvait étre
régulée par l'activité neuronale. Cette partie aeséité la purification et la détection des
exosomes secréetés pendant des temps trés couless paurones primaires, en fonction des

différents agonistes ou antagonistes appliquékesuwultures.

Nous avons également travaillé avec la toxine dants entiére, et la partie C-
terminale de sa chaine lourde couplée a la GFP {I@kP. En incubant les neurones
corticaux avec chaque protéine, nous avons d'atloedché a les détecter dans les exosomes
neuronaux. Le passage trans-synaptique de la t@taré encore inexpliqué aujourd’hui, la
démonstration de sa sécrétion par voie exosomeadét s®n seulement une avancée dans la
compréhension des mécanismes d’action de la toxim@s aussi la démonstration de

I'existence d'un transfert de protéines entre neesgar la voie exosomale.

D’autre part, nous avons essayé de construireutls mécessaires a la démonstration
d'un passage éventuel d’exosomes entre neuronetair®s protéines sécrétées par les
exosomes ont été choisies et couplées a une prof@iorescente, afin de tester en

microscopie le passage inter-neuronal de la floemse sous différentes conditions.
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Enfin, nous avons travaillé sur des lignées catesaqui surexpriment 'APP sauvage
ou porteur de mutations, et détaillé la sécréties ttagments de clivage ainsi que leur

localisation dans les compartiments endosomaux.
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. Culture cellulaire

1. Culture primaire
a) Neurones corticaux
- Préparation des boites de culture :
Les boites de Pétri ont été préalablement rectes/edle poly-D-lysine (Sigma,
50ug/ml) dissoute dans du tampon Borate. Aprés unedinicubation a 37°C avec la poly-
D-lysine, les boites sont rincées a I'eau deux fois le milieu d’ensemencement est ajouté

est placé a 37°C.

Tampon Borate : Milieu d’ensemencement :

0,31% Acide Borique DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium,

0,47% Disodium Tétraborate Gibco)

dans HO, pH 8.5. 10% sérum de cheval (Gibco) décomplémenté
- Dissection

Une rate gestante de souche RIOPS/OFA est placéen@tes sous une cloche
contenant de lisoflurane, puis décapitée. Les gois sont prélevés au 8 jour de vie
embryonnaire (E19) et leur cerveau est ensuitaiexiroute la dissection est réalisée dans du
PBS Glucosé préchauffé a 37°C.

PBS Glucos::
0,04% KCI, 0,006% KKPO,, 0,8% NacCl, 0,0048% NaiPQ,, 0,035% NaHC@ 0,1% D-
Glucose, Hépes 10mM, mg/mL de streptomycine , 10U/mL de pénicilline , pH.

Sous une loupe binoculaire, I'hippocampe et ledigmrinternes du cerveau sont
retirés, le cortex est préleve et placé dans du BBSosé chaud. Les cortex sont incubés 15
minutes a 37°C dans de la trypsine 0,25% contat@bHEDTA (0,038%),du sucrose 33mM,
et de 'Hépes 15mM pH 7.3. On effectue ensuite dingages au PBS Glucosé chaud, puis
les cortex sont placés 2 minutes dans de l'inhibitde trypsine (0,2% (p/v) dans PBS
Glucosé) contenant 750 U/ml de DNAse (0,5X), a 37B@suite, la dissociation mécanique

est réalisée dans du PBS Glucosé, en passantrtex ptusieurs fois dans un pointe a filtre
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1ml, en effectuant doucement des allers et retduarsolution est ensuite passée a travers une
passoire cellulaire (diametre pid, BD Falcon). Les neurones vivants sont comptésisa
lame de Malassez avec 0,04% de bleu de Trypaenesa la densité de>Ifeurones / ch
Apres deux heures, a 37°C, le D-MEM + 10% Sérumchdeval est remplacé par du

Neurobasal complet.

Neurobasal complet :
Neurobasal (Gibco), 1% sodium pyruvate, Glutamimé& 10ug/mL de streptomycine,
10U/mL de pénicilline, 2% B27 (Gibco)

A 4 jours de culture, 25% de Neurobasal completitacé de cytosing3-D-
arabinoside (AraC) M final est ajouté. L’AraC permet d’empécher la ljjévation des
cellules gliales dans les cultures primaires daares. Les neurones sont ainsi cultivés in

vitro jusqu’a 15 jours, nourris régulierement tées 4 jours.

b) Neurones d’hippocampe
Les boites de pétri sont recouvertes de poly-Dnhéy/sie la méme facon que pour les
neurones corticaux, et les milieux d’ensemencenante culture sont identiques. Les
hippocampes sont préleveés, incubés 13 minutesldangsine/EDTA-sucrose 33mM-Hépes
15mM. Aprés dissociation mécanique, les neurongants sont directement comptés et
ensemencés a la densité de 13000 neuronesl@s neurones d’hippocampe sont nourris
tous les 4 jours et cultivés dans le Neurobasalpteinavec de I'AraC a pM pendant 21

jours.

2. Lignées cellulaires
a) Baby Hamster Kidney (BHK)
Les BHK sont une lignée de cellules épithélialdsiveies dans du G-MEM (Glasgow
MEM) complet, supplémenté de 5% Sérum de Veau F(8i4F) décomplémenté. Sur des
cellules arrivées a confluence dans une boite thg Béux rincages au PBS sont effectués,
puis les cellules sont trypsinisées (trypsine-EDJ,25%) pendant 2 minutes a 37°C. Pour
transfecter les BHK le lendemain, les cellules séahsemencées au 1/10 éme. Pour effectuer

la maintenance des cellules, elles sont divisédszieme.
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G-MEM complet:
G-MEM, Tryptose Phosphate Broth 2,6g/L, Glutam2meM , 1Qug/mL de streptomycine ,
10U/mL de pénicilline.

3. Transfections
a) Transfection des lignées cellulaires au jetPEI (pgplus
transfections)
L’ADN et le jetPEI sont dilués séparément dans sol@tion de NaCl 150mM, puis
mélangés (la solution de jetPEI dans la solutiohDdN), et incubés a température ambiante
pendant 20 a 30 minutes. Les volumes et massesMNl’Ale JetPEI et de NaCl 150mM en

fonction des tailles de boites de Pétri utiliséed sndiqués dans le tableau suivant.

Volume NaCl 150nM Volume de Jet PEI (i) Quantité d’ADN (g)

(")
Boite 35mm 250 4 2
Boite 60mm 500 6 4
Boite 2100mm 1000 12 6

Apres incubation & température ambiante, on dégoste a goutte le mélange ADN-

jetPEl sur les cellules que I'on replace ensuitesdancubateur.

b) Transfection des neurones avec AMAXA

Les neurones sont transfectés le jour de la dissecfprés comptage a la lame de
Malassez, 4.10cellules sont centrifugées & 700rpm pendant 5 t@inw.e culot de cellules
est repris dans 1Q0 de la solution Nucleofector dans laquelle I'ADN é&é mis
préalablement. La solution neurones + Nucleofe¢t@DN est placée dans une cuvette a
I'intérieur de I'appareil AMAXA. Apres électropotian, les neurones sont repris dans un petit
volume de milieu d’ensemencement (DMEM + sérum Heval 10%), déposés goutte a
goutte dans la boite de culture, et placés damsulbiateur. Pour les expériences de
cotransfections, une population de neurones aatéfectée avec un ADN, une autre avec un
deuxiéme ADN, séparément, puis les neurones onnétangés avant d’'étre ensemencés et

cultivés ensemble.
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Les observations de ces transfections ont étéségalisur un microscope confocal (Leica
LAS AF-TCS SPE) ou sur un microscope a fluorescéAg@Vert 200M, Zeiss).

Il. Purification des exosomes

1. Centrifugations différentielles
La purification des exosomes est réalisée aprésrelfts temps de sécrétion :
- pour les neurones, les temps vont de 5 minutes seBin les stimulations.
- pour les lignées, les cellules sont placées unedans leur milieu de culture sans

sérum, puis le lendemain ce milieu est récolté powifier les exosomes.

Le milieu de culture est récolté, et placé a 4°€s hhibiteurs de protéases sont ajoutés
(Protease inhibitor cocktail tablets Complete EDRAche), puis le milieu est centrifugé une
premiére fois a 2000g pendant 10 minutes pour gémlies cellules mortes et les gros débris
cellulaires. Le surnageant est centrifugé une daneifois a 20 000g pendant 20 minutes,
puis passé au filtre (Millex GV non stériles en AVD,22um, Millipore). Le surnageant est
enfin centrifugé 50 minutes a 100 000g. Le culowdsicules extracellulaires obtenu est soit
directement récupéré dans du tampon Laemmli pamalyse immédiate en Western Blot,
soit repris dans du sucrose 0,3M (dissout dansaoiypdn imidazole 3mM pH 7.4) pour un

fractionnement sur gradient de sucrose.

Tampon Laemmli :
62,5mM Tris HCI pH6.82% SDS 10% Glycéro] 0,002% Bleu de Bromophénd% 3

mercapto éthan

2. Fractionnement des exosomes sur gradient de sucrase
a) gradient continu

Un gradient continu de sucrose 0,3M vers 1,4M (damdazole 3mM pH 7.4) est coulé
dans un tube Beckman SW41 (volume total du gradi&fnl), et I'échantillon d’exosomes
repris dans un volume (2A0 de sucrose 0,3M avec inhibiteur de protéasedépbsé en
surface. Le gradient est centrifugé pendant 1860a0D0g. Des fractions de 1ml sont ensuite
prélevées (10 fractions) et diluées dans 8ml d'anade 3mM pH7.4. Chaque fraction ainsi
diluée est centrifugée a 100 000g pendant 1 héereulot obtenu est repris dans du tampon

Laemmli pour étre ensuite analysé en Western Blot.
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Solutions de sucrose (dans Imidazole 3mM pH 7.4):
0,3M : 8% (p/p)
1,4M : 60% (p/p)

b) Gradient discontinu de sucrose
Trois densités de sucrose sont déposées successivdres exosomes sont d’abord
récoltés par centrifugation a 100 000g, puis letcest repris dans du sucrose 8%, déposé a la
surface de deux coussins de sucrose 20 et 40%.rddiegt est ensuite centrifugé 4h a
100 000g. Le dépdt (Fraction 8) est prélevé en emuis I'interface, la fraction 20 et enfin
la fraction 40. Les protéines de chaque fractiont smsuite précipitées dans un meélange
chloroforme et méthanol, reprises dans du tampoemioali avant d’étre analysées en

Western-blot.

(Zggﬂm) —  Fraction 8 (200 pl)
50% —»  Fraction 20 {400 )
(B00ul) B T ’
— nterface (200w
40%
(500pl) — Fraction 40 {400 )

lll. Lysats cellulaires

Les cellules sont lysées dans un solution de détesRIPA. Les lysats sont mis dans des

tubes Eppendorf et centrifugés a 16000g pendantidtes pour culotter I’ADN.

RIPA :

1% NP-40 Volume de RIPA par boite
0,5% DOC (Déoxycholate) de Pétri :

0,1% SDS (Sodium Dodécyl 100mm : 504l

Sulfate) 35mrr: 15Cul

150mM NacCl
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Pour les analyses semi-quantitatives en Westeitn dilaque lysat est dilué 50 fois dans
de I'eau puis 20l de cette dilution additionnés dal5Tampon Laemmli 5X sont déposés sur

le gel de polyacrylamide.

IV. Electrophorése sur gel de Polyacrylamide en présemde SDS (SDS PAGE)

Les échantillons d’exosomes et de lysats dansieda Laemmli sont bouillis 5 minutes
puis déposeés sur un gel de polyacrylamide. La riggra’effectue entre 100 et 130V. Apres
migration, les protéines sont transférées sur mangbrde PVDF (0,4Bn, Millipore)
préalablement hydratée 1 minute dans de l'isoproippmis dans le tampon de transfert. Le
transfert s’effectue a 20V pendant 2h30, dans yamgl de transfert semi-sec (Trans-blot
SD, Bio-Rad). La membrane de PVDF est ensuite |lavééau puis saturée par une
incubation dans du lait écrémé (Régilait) dilué% @/v) dans du TBS — Tween20, 0,1%
(TBS-T) pendant 20 minutes (température ambiantelednuit (4°C) sous agitation.

Tampon de migration : Tampon de transfert : TBS (Tris buffer Saline) :
250mM Tris HCI 25mM Tris HCI 20mM Tris-HCI pH 7.6
192mM Glycine 192mM Glycine 0,8% NacCl (p/v)

0,1% SDS (p/v) 10% isopropanol

0,04% SDS (p/v)

V. Western blot

L’anticorps primaire est dilué dans le lait 0,5%BS-T a la concentration indiquée dans
le tableau suivant, et incubé une nuit a 4°C sgitatéon. Le lendemain, trois rincages de 10
minutes a température ambiante sont effectuéslaveBS-T. L'anticorps secondaire couplé
a la HRP (Horse raddish peroxydase, Jackson Imresearch Laboratories) est dilué dans le
TBS-T et incubé sur la membrane pendant 45 mirautesnpérature ambiante sous agitation.
La membrane est ensuite rincée 6 fois 5 minutes l@v€BS-T.

Le complexe protéine - anticorps primaire — anfisosecondaire couplé a la HRP est
révélé avec le kit de détection ECEnhance Chemioluminescent, Kilillipore). Le signal

luminescent est ensuite révélé sur film photogmgupdi(Hyperfiim-ECL, GE Healthcare).
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Anticorps

primaire

Anti Alix

Anti AB (clone
6E10)

Anti A
(clone 4E12)

Anti APP

Anti AB40
(FCA3340)

Anti AB42
(FCA3542)

Anti EEA1

Anti Flotilline-1

Anti GLAST1

Anti GIluR2
Anti GluR1
Anti GIuR2/3

Anti NR1

Anti Prp

Anti Rab5

Anti
Synaptobrévine
2/VAMP2

Source

lapin

souris

souris

lapin

lapin

lapin

lapin

souris

lapin

lapin
lapin
lapin

souris

souris
(SAF32)

souris

souris

Fournisseur

Covalab

Chemicon

MBL

Chemicon

International

Calbiochem

Calbiochem

abcam

BD
Transduction
Lab

Zymed

Laboratories
Millipore
Calbiochem
Chemicon
Pharmingen

Donné par J.
Gagnon (CHU,

Grenoble)

Transduction
Lab

Synaptic System

Référence

produit

pab0204

MAB1560

MO066-3

AB5352

171608

171609

Ab2900

610820

42-8100

AB-1768
PC246
AB1506

60021A

R28720

104211

Concentration

(ou a défaut
dilution)
d’utilisation

1/1500

dg/ml

Iug/mi

1/1000

1/500

1/500

dg/ml

250 ng/ml

1-3ug/ml

0,mg/ml

wg/ml
Oyg/ml
1/1000

0,4 pg/mi

Iug/ml

0,01 ay@y/nl

Matériel et méthodes

Poids
moléculaire de
la protéine
(kDa)

91-93
AB:4
C99:12
C83:9

AB:4
APP : 110
APP : 110
AB:4
p3:3

AB:4
p3:3
180

48

60

Env. 100
105-107
Env. 110

Env. 110

Env. 25

25

11-13 (ne
reconnait pas les
fragments de

clivage )
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Ani 11413, et
nti
lapin Synaptic System 104203 /ml fragments de
VAMP1.2.3 p ynap Yy il -g
clivage ( ??)
Chaine
Anti Tetanus ) lourde :100
. lapin abcam ab53829 1mg/ml
Toxin Chaine
Iégére :50
Anti Tsg101 souris abcam ab83 ud/ml 45
Dépend de la
] . protéine de
Anti GFP souris Covance MMS-118R Qud/ml )
fusion (GFP
seule : 26kDa)
Donné par F.
_ ) Rathjen (Max-
Anti L1 CAM lapin / 1/1000 180-220
Delbriick
centrum)

Tableau 1 Détail des différents anticorps primaires utilisé en western-blot

VI. Dot-blot pour la détection du peptide amyloide

Les échantillons sont repris dans du tampon Laemetndéposés sur une membrane de
nitrocellulose 0,2m. Trois lavages au TBS-T sont ensuite réaliséss Rumembrane est
bouillie 5 minutes dans du PBS, avant de réalisdiidcage puis 'immunodétection comme
décrit dans la partie précédente. Les gammes délpssynthétiques A40 et 42 (Sigma)
ont été réalisées dans du PBS puis déposées suerfdbrane de nitrocellulose. Le méme

volume des lysats de chaque condition est égaledéguisé en paralléle.

VII.  Semi-Quantification des signaux protéiques a partides Western-blot

Les films ECL obtenus sont scannés (Duoscan f40;A)Gen négatif (8 bits, 800dpi) et
analysés sous Metamorph (Meta Imaging Series Mersich.6.0., MDS Analytical
Technologies). Un seuillage inclusif est réalisin afe délimiter les bandes de protéines a
guantifier. L'analyse morphométrique est régléerpdonner la valeur totale de gris dans

chaque bande. L’analyse morphométrique est réajipée les dépbts d’exosomes (culot
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100000g) et pour les dépbts de lysats corresposnd@aahaque culot 100000g. Un rapport du
signal (valeur de gris total exosomes / valeur dg @tal lysat) est ensuite calculé, et les
valeurs de ce rapport sont comparées en fonctierstilmulations appliquées aux neurones.
Chaque expérience est réalisée en triplicat lorshdgue culture. Ce sont les moyennes des
rapports Exosomes/lysat par culture qui sont ptéssndans chaque graphique, la valeur du
contrble ayant été ramenée a 1. Les expériences esmuite reproduites sur plusieurs
cultures. A chaque culture, la valeur de la vasiaiContréle/Stimulation est calculée, et une

moyenne de ces variations est également présentée.

VIIl.  Microscopie électronique

Le microscope utilisé pour toutes les observatiestsun Microscope Electronique a
Transmission (MET) Jeol JEM 1200EX.

1. Préparation des grilles
Les grilles (Gilder Grids Copper/paladium, Euromegdsont lavées dans I'éthanol
100% puis placées sur un film de Formvar 2% (p&pans du chloroforme). Aprés séchage,
les grilles sont carbonées puis conservées a Babla poussiére.

2. Préparation des culots exosomaux
a) Etude morphologique des exosomes
Le culot exosomal obtenu a 100 000g pendant 50 tesnest repris dans du
paraformaldéhyde 2% (dans du tampon phosphate IIR)). Ce culot peut étre conservé

jusqu’a une nuit a 4°C.

Tampon Phosphate (TP, solution mére 0,5M, pH 7.4):
8,1 vol. de NgHPQO, 0,5M
1,9 vol. de NakPO, 0,5M

Une goutte de @ de I'échantillon est déposée sur une grille cadey et incubée a

température ambiante pendant 20 minutes. Le supachantillon est retiré en passant la

grille sur un papier buvard (Wattman). Les grillmnt ensuite rincées 2 fois au PBS, puis
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fixées au PBS-Glutaraldéhyde 1% pendant 5 minutdengérature ambiante. Aprés 7
ringages de 2 minutes a l'eau distillée, les grild®nt incubées 5 minutes dans l'acétate
d’uranyl 1% pH7, puis 10 minutes dans l'acétateraliyl 5% pH4 — méthylcellulose 2%
(proportion 300 d’acétate d’'uranyl pour 700 de ngiegtllulose), sur la glace (les étapes avec
'acétate d’'uranyl sont réalisées a I'obscuritég. durplus de méthylcellulose est enlevé en
passant les grilles sur buvard. Les grilles soatige stockées a I'abri de la poussiére.

PBS (Phosphate Buffer saline) :
pH 7.4

130mM NacCl

2,7mM KCI

5mM NgHPO,

1,7mM KH,POy

b) Immunogold sur culot d’exosomes

Apres l'étape d’incubation avec I'échantillon, lgsilles sont rincées au PBS et
passées dans un mélange PBS-Glycine 50mM penddois 23 minutes, puis dans une
solution de PBS-BSA 1% pendant 10 minutes. L’amfisgprimaire est dilué dans le PBS-
BSA 1%, une heure a température ambiante. Aprasa&jes en PBS-BSA 0,1%, la protéine
A couplée a une bille d’or (10nm) est diluée dan®BS-BSA 1%, et incubée 30 minutes a
température ambiante. Trois lavages au PBS sonitengalisés (3 x 3 minutes), puis les
grilles sont fixées au PBS-Glutaraldéhyde 1%, 5uteis. Les grilles sont ensuite lavées 7 fois
2 minutes dans 'eau distillée et contrastées @tate d’'uranyl comme décrit dans la partie

VIl.2.a « Etude morphologique ».

3. Préparation des cultures primaires
a) Etude morphologique

Les neurones sont cultives sur lamelle de verrsundame 8 puits Lab Tek (Chamber
slide system, Lak Tek) pendant 15 jours (cortex)2ét jours (hippocampe). Apres
stimulations, les neurones sont fixés au tamporo@date 0,1M (pH 7.2) — glutaraldéhyde
2,5% pendant 2 heures, puis lavés 3 fois dansrdpda Cacodylate 0,1M. Sur la glace, les
neurones sont soumis a une deuxieme étape deofixgendant 1h dans du tampon
cacodylate 0,1M pH 7.2 — tétroxyde d’osmium 1%. &8 rincages a 'eau, la coloration est

réalisée pendant 1 nuit & 4°C dans l'acétate dii@5n% pH 4. Les échantillons sont ensuite
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déshydratés dans des bains successifs d’éthano(BD%in), 60% (10 min), 90% (10 min),
et 100% (3 fois 10 min). La substitution est ré&dislans un mélange 50% résine Epoxy- 50%
Ethanol pur, pendant 2h, puis I'imprégnation dansékine pure pendant a nouveau 2h. Les
échantillons sont enfin mis a polymériser pendajau2s a 60°C. Des coupes ultrafines de
70nm sont ensuite réalisées avec un microtome liReit)ltracut S, Leica). Les coupes sont
placées sur grille et la coloration est faite paubation pendant 10 minutes avec l'acétate
d’uranyl 5% pH 4, a I'obscurité, puis avec le digrale plomb 0,4% (NaOH 0,1N) pendant 5

minutes. Les coupes sont ensuite lavées a I'eauqomiservées a I'abri de la poussiere.

b) Immunogold sur culture primaire

Les neurones cultivés sur lamelle de verre ou laaieTek sont stimulés (15 jours de
culture in vitro (DIV days in vitro) pour les neunes corticaux, 21 DIV pour les neurones
d’hippocampe) puis fixés au tampon phosphate - R#%A- glutaraldéhyde 0,2%, pendant 2
heures a température ambiante. Apres 3 lavagedBB&n Blycine 50mM et un blocage en
PBS-BSA 1% 20 minutes, I'anticorps primaire estuime 1h dans PBS-BSA 1% sur les
cellules. Apres 3 lavages en PBS-BSA 1%, la pretdincouplée a la bille d’or (15nm) est
incubée sur les cellules pendant 15 min. Enfigcliglules sont lavées au PBS puis fixées a
4°C dans du PBS-Glutaraldéhyde 1%, sur la nuilehdemain, le protocole d’inclusion dans
la résine Epoxy, puis les étapes de coupe et deatmn sont appliqguées comme décrites

préecédemment (VII.3.a, « Etude morphologique situgeiprimaire »).

c) Cryo-électromicroscopie sur neurones en culture

Les neurones corticaux a 15 DIV sont lavés au BB, fixés pendant 2h dans le TP
0,1M - PFA 2% - Glutaraldéhyde 0,2%. Apres 2 rirgagu TP 0,1M, les cellules sont lavées
au TP 0,1M — Glycine 50mM puis détachées (cellmaraxXX). Les cellules sont récupérées
par une centrifugation a 1200rpm pendant 5 minutesculot est repris dans la gélatine a
37°C, les cellules a nouveau centrifugées, puisdala sur la glace pendant 1h. Des cubes de
gélatine sont ensuite découpés, et une étape derotgction est réalisée par incubation 1
nuit sous agitation dans du TP 0,1M — sucrose 2,884. cubes sont placés dans l'azote
liquide, et coupés a - 115°C avec une épaisseufOden. L'immunomarquage est ensuite

réalisé comme décrit dans la partie VII.2.b « Impgoid sur culot d’exosomes ».

4. Microscopie électronique sur tranche d’hippocampe
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(Collaboration Mireille Albrieux, Equipe 10, GIN)

Des nouveaux-nés de rat a P16 sont sacrifiés etirdeshes d’hippocampe sont
réalisées. Aprés récupération dans du liquide degdRi pendant quelgues minutes, les
tranches sont incubées 1 minute dans les milieur@e ou de stimulation, puis fixées
immédiatement dans du TP 0,1M - PFA 2% - glutatajdé 0,2%, pendant 2h. Les étapes de
post-fixation au tétroxyde d’osmium et de coloratiacétate d’'uranyl, puis de coupe, sont

réalisées comme décrite dans la partie VII.3.aud&morphologique sur culture primaire ».

5. Microscopie électronique sur tranches d’hippocampestimulés in vivo
(Collaboration Antoine Depaulis, Equipe 9, GIN)

Des rats sont stimulés soit par un milieu contré@@t par 20mM de kainate pendant
2h. Les hippocampes controlatéraux a la stimulasiomt récupérés et fixés immeédiatement
dans du TP 0,1M - PFA 2% - glutaraldéhyde 0,2%dpah2h. Les étapes de post-fixation au
tétroxyde d’osmium et de coloration I'acétate dihwla puis de coupe, sont réalisées comme

décrite dans la partie VII.3.a « Etude morphologiqur culture primaire ».
IX. Stimulation des cultures primaires
1. Milieux contrdle et dépolarisant

Les milieux sont préparés fraichement a partir dieitions concentrées stock de

chaque ion diluées dans de 'eau stérile. Les adrat®ons sont présentées dans le tableau

suivant.

Solution K5 K25 K50
CaCh.2 H,O 1,8mM 1,8mM 1,8mM
MgSO,.7 H,O 0,8mM 0,8mM 0,8mM

NaCl 110mM 90mM 65mM

NaHCG 26mM 26mM 26mM

NagHPOy.2 HO 1mM 1ImM 1mM

D-Glucose 40mM 40mM 40mM

Hépés pH 7.3 15mM 15mM 15mM
KCI 5SmM 25mM 50mM
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2. Agents chimiques utilisés sur les neurones

Le tableau suivant indique les concentrations liation de chaque molécule utilisée,

ainsi que le fournisseur.

Produit Concentration d’utilisation Fournisseur
AMPA 100uM Sigma
NMDA 50 pM Sigma
Glutamate 10@uM Sigma

Glycine 10uM Euromedex
CNQX 100uM Sigma
MK801 1uM Sigma
TTX 5uM Tocris
Bicuculline 40uM Fluka
Picrotoxine 2QuM Sigma
lonomycine 2uM Sigma
BAPTA-AM 50 uM Sigma
Dynasore 40 et M Aronis
GW4869 5 et 10M Sigma

3. Protocole des stimulations

Les neurones corticaux sont stimulés a 15 DIVestrieurones d’hippocampe a 21 DIV.
Tous les milieux (contréle, dépolarisation et alescagonistes/antagonistes) sont préparés au
dernier moment, et préchauffés a 37°C. Le milieicalture est aspiré et les neurones sont
rincés 2 fois en K5. Les neurones stimulés au NMiDAu Glutamate sont lavés au K5 — Mg
(K5 sans MgSG@). Ensuite, le milieu de dépolarisation ou contées agonistes/antagonistes
est mis sur les neurones pendant le temps dédigguge. Les stimulations au NMDA et au
Glutamate sont réalisées dans du K5 — Mg. Les mxilsmnt ensuite récolté, mis dans la glace
en attendant d'appliquer le protocole de purifmatides exosomes. Les cellules sont

directement mises dans du RIPA, a 4°C.
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X. GFP-TTC

1. Production

Pour 1L de bactéries BL-21 transformées avec |lsnglde pGEX contenant la
construction GFP-TTC, I'induction est déclenchéeljzgout de 4@M d’'IPTG (isopropylp-
D-1-thiogalactopyranoside) a 28°C pendant 4h. lagdries sont culottées est resuspendues
dans du PBS-NaCl 0,5M, puis lysées avec du lysogytnmeg/ml). Pour améliorer la lyse, on
rajoute un mélange Triton X-100 1%, NP-40 1%, DNA%6ug/ml), MgChL 2,5mM, 2h a
température ambiante. Puis les bactéries sonts@esoplusieurs fois pendant 10 minutes. Le
lysat est centrifugé a 48000g pendant 20 min, a 4¥Csurnageant est passée dans une
colonne G-sépharose (Glutathion-sépharose 4B, ArasrsBiosciences). Les billes sont
lavées au PBS-NaCl 0,5M, puis I'élution est réalied présence de glutathion 5mM —Tris
50mM pH 8.3 -NaCl 0,5M. L’éluat est ensuite dialystre un grand volume de PBS-NaCl
0,5M-Glycérol 5%. Enfin, une étape d’ultracentrifign (100 000g, 1h) permet d’enlever les
aggrégats de protéine GFP-TTC. Nous avons égalemaigé une production de GFP, selon

les mémes conditions.

2. Incubation sur les neurones
La GFP-TTC (ou la GFP) est incubée sur les neurgcmscentration finale 36nM)
dans le milieu de culture la veille des stimulasiohe lendemain, les stimulations sont

effectuées comme décrit précédemment.

XI. Marquage des cellules au PKH 67 (sigma)

Comme indiqué dans le protocole du fournisseus, dellules (lignée BHK ou
neurones corticaux) en solution sont culottés ay4¥hdant 5 minutes. Le culot de cellules
obtenu est repris dans 1ml du diluent C (fournisdiankit). Le PKH67 est mélangé a 1ml de
diluent C, puis ajouté aux cellules. Les cellulestsincubées avec le colorant pendant 5
minutes a température ambiante puis la réactiorsteppée par addition de sérum de veau
foetal 50% final. Les cellules sont a nouveau cééstt lavées deux fois dans leur milieu

d’ensemencement avant d’étre mises en culture rlenneat.
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XIl.  Spectroscopie a corrélation de fluorescence (FCS)

Takamori et al (Cell, 2006) ont mis au point unethmée pour mesurer de nombreux
parametres sur des vésicules synaptiques, enautilia technique de la spectroscopie a
corrélation de fluorescence. En utilisant le FM31-dn colorant lipidique fluorescent, ils ont
pu déterminer la taille et la quantité de ces wdeg; ainsi que la masse de protéines et de
lipide par vésicule.

Nous avons testé cette technique sur les exosoéueétés par les neurones corticaux,
avec la collaboration d’Alexei Grichin, ingénieug decherche a I'Institut Albert Bonniot de
Grenoble. Un culot 100 000g d’exosomes sécréetedgmerdb minutes dans un milieu contréle
(K5) ou dépolarisant (K50) est repris dans du PBSG Le FM 1-43 (10M) est ajouté puis
I’échantillon est analysé au microscope.
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Accumulating evidence shows that several cell types have the capacity
to secrete membrane proteins by incorporating them into exosomes,
which are small lipid vesicles derived from the intralumenal
membranes of multivesicular bodies (MVYBs) of the endocytic
pathway. Exosomes are expelled in the extracellular space upon
fusion of the MYE with the plasma membrane. Exosomal release is a
way of secreting membrane proteins meant to be discarded, or to he
passed on to other cells. Here, we demonsirate, using primary cortical
cultures, that neurones and astrocyies can secrete exosomes. We find
that exosomes released by cortical neurones contain the L1 cell
adhesion molecule, the GPl-anchored prion protein, and the GluR2/3
but not the NR1 subunits of glutamate receptors. We also show that
exosomal release is regulated by depolarisation. Our observation
suggests that exosomes may have a regulatory function at synapses
and could ako allow intercellular exchange of membrane proteins
within the brain.

© 2005 Elsevier Inc. All rights reserved.

Kevwords: Exosomes; Alix; Tsgl01; Prion; AMPA receptor; Neurones

Introduction

Endocymwsed membrane receptors en route to the lysosome for
degradation are selectively incorporated into vesicles budding
inside multivesicular endosomal intermediates called multivesic-
ular bodies (MVB) (Gruenberg and Stenmark, 2004). These
intralumenal vesicles (ILVs) and their cargoes are then degraded
upon fusion of the MVBs with lysosomes. In some cells,
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E-mail address: remy sadoul@ujf-grenoble fr. (R. Sadoul)
Available online on ScienceDirect (www.sciencedirect.com).

1044-7431/8 - see front matter © 2005 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/5.men.2005.12.003

however, MVBs can also fuse with the plasma membrane,
thereby releasing ILVs in the extracellular milien. Secretion of
such extracellular vesicles, called exosomes, has been observed in
reticulocytes, antigen presenting cells (APCs), intestinal epithelial
cells and tumor cells (Fevrier and Raposo, 2004; Thery et al.,
2002ab). During reticulocyte differentiation, exosomal release is
an alternative pathway to degradation, leading to the removal of
excess transferrin receptors (Pan et al., 19835). Exosomes may
also contribute to an intercellular mode of communication by
allowing transfer of molecules from one cell to another. Indeed,
exosomes secreted by APCs contain major histocompatibility
complex class 11 antigens (MHC-IT) {Thery et al., 1999, 2002a,b)
and can be transferred to other APCs. This allows exosome-
derived MHC-II loaded with antigenic peptide to be presented at
the cell surface of the receiving APC (Morelli et al, 2004).
Recent work, using a glial cell line overexpressing the prion
protein (PrP), has shown that the cellular and scrapie forms of the
protein (PiPc and PrPsc respectively) can be secreted in
association with exosomes and that exosomes bearing PrPsc are
infections (Fevrer et al., 2004). Exosomes could therefore allow
the exchange of membrane proteins, susceptible to modulate
membrane surface properties, but also allow the propagation of
pathological proteins. This hypothesis could be highly relevant
for the nomnal and pathological physiology of brain cells, and we
therefore tested whether the latter have the capacity to secrete
exosomes. Here, we demonstrate that pamary cortical neurones
release exosomes. We characterise the biochemical composition
of these vesicles and demonstrate that exosomal secretion is
regulated by depolarisation. Interestingly, we also show that the
prion protein, the cell adhesion molecule L1 as well as subunits
of the AMPA-type of glutamate receptors are associated with
exosomal fractions.
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Results
Rat cortical primary cullures secrele exosomes

We first tested whether exosomes are found in the medium of El6
rat cortical neurones cultured for 8 days. Cell culture supernatants were
cleared from cell debris by two successive centrifugations at 2000 and
20,000 = g Membranes remaining in the medium were then pelleted at
100,000 = g, resuspended insucrose and fractionated by sedimentation
on a continuous sucrose gradient. We analysed along this gradient the
distribution of Alix, a cytoplasmic protein previously identified as a
specific marker of exosomes derived from reticulocytes and dendntic
cells (Geminard et al., 2004; Thery etal., 2001). Four to five fractions of
the gradient contained Alix (Fig. | top), with a peak comesponding to a
density of 1.13 g/ml (fractions 3 and 6). Electron microscopic analysis
ofthe Alix positive fractions demonstrated the presence of vesicles with
an average diameter of 100nm (Fig. 1, bottom). The density and size of
these vesicles are compatible with those described for exosomes
purified from other cells (Thery et al., 2002a,b). We went on to analyse
the proteins” content of these fractions by mass spectrometry (Table 1)
and found that, among 19 proteins identified, 15 had already been
described in exosomes prepared from other cells. Ofthe four remaining
proteins, two are mainly expressed in astrocytes: GLASTI, which is a
glutamate transporter (Storck et al., 1992), and the bmin specific
ceruloplasmin, which is a GPl-anchored ferroxidase (Patel and David,
1997). These data demonstrate that the medium from cortical primary
cultures contains exosomes.

Characterisation of exosomal fractions

Exosomal fractions were further characterised by immunoblot-
ting (Fig. 23 In all experimenis, Alix posiive fractions always

Fractions 1 2 3 4 5 6 7 8 @8

e ——

e sprmmpeas

Alix —p
)4

Fig. 1. Purification of exosomes from E16 rat cortical cultures. Top panel:
membranes gathered in the medium of E16 rat cortical primary cultures
were separated on a continuous sucrose gradient. One milliliter fractions
were recovered, and proteins were precipitated with TCA/Daoc, separated on
SDS-PAGE and analysed by Westem blotting using polyclonal anti-Alix
(fraction 1 represents top of the gradient). Bottom panel: fractions 5 and 6
(corresponding to 1,125 and 1.14 g/ml sucrose) were pooled, negatively
stained with 1% uranyl acetate and observed by electron microscopy. Scale
bar: 200 nm.

Table 1
Proteins sequenced by LC-MS from exosomal fractions prepared from
miedium of E16 primary cultures of rat cortical neurones

Protein Matched  Reference
peptides
Cytoskeleton  (PEOEOT) 3 {Thery et al., 2001)
associated Beta tubulin
(PGEITO) 11 {Wubbolts et al., 2003)
Alpha tubulin
(P63259) 4 {Wubbolts et al., 2003)
Gamma-actin
(P10111) 1 (Pisitkum et al., 2004)
Cyclophilin A
{Q6EFP1) 1
Gelsolin
Signaling (P63 102) 2 {Thery et al., 2001)
14-3-3 zeta/delta
(P20348) 1 (Pisitkun et al., 2004)
Protein G,
alpha subunit
Membrane (P48037) 2 (Pisitkum et al., 2004)
trafficking  Annexin 6
(QPQZAZ) 1 {Thery et al., 2001)
Alix
(P11442) 4 {Wubbolts et al., 2003)
Clathrin
heavy chain
{(P63018) 3 {Thery et al., 2001)
Hse 70
(P62OR9) 1 (Pisitkun et al., 2004)
Ubiguitin
Enzymes (P11980) 2 {Wubbolts et al., 2003)
Pyruvate kinase
(P04797) 1 {Wubbolts et al., 2003)
GAPDH
(P10959) 2 (Pisitkum et al., 2004)
Carboxylesterase
Membrane (Q794F9) 1
proteins LLAT/CD9R
(P24942) 1
GLAST 1
(PO623E) 5 {Thery et al., 2001)
Alpha-2-
macroglobulin
(P13635) 1
Ceruloplasmin

Proteins already detected in exosomal preparations from other cell types are
in bold, and a chosen reference is shown in the right column.

contained the Tsgl01 protein (Fig. 2A). In fact, both cytoplasmic
proteins, which interact together (Strack et al., 2003; von
Schwedler et al., 2003), are part of the molecular machinery
allowing vesicle budding inside MVBs (Katzmann et al, 2002;
Raiborg et al, 2003) and are enriched in exosomes released by
dendritic cells (Thery et al., 2001). However, the same fractions did
not contain endophilins (Fig. 2A), which are other Alix interacting
proteins { Chatellard-Causse et al., 2002) involved in endocytosis at
the plasma membrane. We also found that exosomal fractions
contain flotillin, a protein known to associate with lipid rafis and
already described in exosomes (Fig. 2A) (de Gassart et al., 2003),
The absence of the cytoskeletal MAP2 or Tau proteins in these
fractions (Fig. 2A) argues that the membranes harvested from
culture supematants do not simply orginate from cell debns. We
then looked for proteins related to neuronal function in exosomal
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Fig. 2. Characterisation of exosome composition. (A) Westemn blot analysis of newrone lysates (TCL) and fractions 5, 6 and 7(1.125 to 1.15 g/ml sucrose) of a
density gradient, separating membranes from culture media processed as in Fig. 1, was camried out with the indicated antibodies. For each blot, the TCL lane
represents 5 ug proteins of total lysate of cells from which culture media were collected. (B) Endogenous PrPc is released in association with exosomes: PrPc
detection on a sucrose gradient prepared as in Fig. 1. The same filter was reprobed with anti-Tsg101 and anti-Alix antibodies. (C) GluR2/3 positive fractions are
not contaminated with plasma membrane: GluR2/3 detection on a sucrose density gradient prepared as in Fig. 1. The same fractions were probed with

monoclonal anti-Na' /K" ATPase.

fractions. We could easily detect a 100 kDa protein recognised by
ananti-GluR 2/3 antibody, but no protein corresponding to the NR.1
subunit of the NMDA receptor (Fig. 2A). No immunoreactivity
was detected against PSDY5, a PDZ protein of the postsynaptic
density anchoring glutamate receptors, thus excluding contamina-
tion of the fractions with synaptosomes. The release of prion
protein together with exosomes has recently been demonstrated in
ovine PrPc overexpressing cell lines (Fevrier and Raposo, 2004).
In agreement with these findings, we detected the endogenous
prion protein in the exosomes purified from primary neuronal
cultures (Fig. 2B). WNo immunoreactivity against the plasma
membrane Na /K~ ATPase could be detected in GluR2/3 positive
fractions from the density gradient (Fig. 2C). This demonstrates
that the fractions containing exosomes are not contaminated with
plasma membrane and strongly suggest that GluR2/3 and PrPe are
secreted in association with exosomes.

Newrones secrefe exosomes

The rat primary cortical cultures used w purfy exosomes
contain mainly neurones but also non-neuronal cells, even

A

though we limit proliferation of the latter by keeping them in
absence of serum. Since, in the CNS, the cell adhesion
molecule L1 is only expressed by neurones (Rathjen and
Schachner, 1984), the fact that we find this protein in exosomes
is a first demonstration that neurones can secrete exosomes (Fig.
2A). In order to prove this further, we made cortical cultures
from Thyl.2-EYFP mice expressing the vyellow fluorescent
protein (YFP) specifically in neurones (Feng et al., 2000) and
used the cytosolic YFP as a marker for exosomes. Indeed,
vesicles budding from the limiting membrane towards the himen
of the endosome encapsulate cytosol, and we reasoned that they
should therefore be filled with an overexpressed cyiosolic
protein. As expected in these cultures, neurones were the only
cells expressing YFP (Fig. 3A). Analysis of supernatants
prepared from these primary cell cultures demonstrated the
presence of YFP in Alix and Tsgl01 positive vesicular fractions
isolated on a continuous sucrose gradient (Fig. 3B). Since YIP
is soluble, its presence in fractions containing exosomes
sirongly suggests that it is entrapped inside these vesicles. This
observation is a further demonstration that neurones do indeed
secrete eXOSOMes.

B

Fractions 1 2 3 4 5 6 7 8
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Fig. 3. Exosomes are secreted by neurones. (A) Cortical neurones were prepared from PO pups by crossing Thy 1.1-YFP heterozygote mice. Left panel shows
typical YFP labeling of positive neurones in 8-day-old cultures. Right panel shows the same field in phase contrast. Scale bars =20 pm. (B) Serum-free culture
supemnatants from cortical neurones prepared as in panel A were processed as already described. Proteins contained in fractions of the density sucrose gradient
were separated on SDS-PAGE and analysed on the same Westen blot with anti-GFP, anti-Alix and anti-Tsgl01 antibodies.
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Exosome secrelion can be regulated by depolarisation

We next asked the question of whether exosome release by
neurones can be regulated by depolarisation. Cultures made from
E19 rat cortex and kept for 9 days in vitro were washed and
incubated in a basal medium containing either 5 mM KCl as a
control (K5) or 25 mM KCl to depolarse them (K25). The K5 and
K25 media were collected 3 h later, cleared from cell debns by two
successive centrifugations (2000 and 20,000 = g), and membranes
were finally pelleted at 100,000 x g. Asseen in Fig. 4A, levels of
membrane-associated Tsgl01 and GuR23 secreted during 3
h were dramatically increased in K25 medium. Sepamiion of the
pelleted membranes on a continuous sucrose gradient demonstrated
that GluR2/3 secreted by cells incubated in both control and
depolarising media 1s associated with exosomal fractions (Fig. 4B).
These results demonstrate that exosome secretion by neurones can
be regulated in an activity-dependent manner.

We used immunogold labeling to provide further evidence that
GluR2 released after neurone depolarisation is indeed associated
with exosomes. As shown in Fig. 4C, vesicles released after
depolarisation have the size and shape of exosomes, even though,
as observed in other cell types, smaller vesicles are also present
(Fig. 4D). Some of the exosomes were decorated by antibodies
against GluR2 (Fig. 4E) and Alix (Fig. 4F). Noteworthy is that,
even though staining with Alix required permeabilisation with
saponin, staining with the anti-GluR2 antibody, which recognises

TCL Exos

K5 K25

the extrace lhilar N-terminal domain of the protein, did not require
such a treatment. This demonstrates that the GluR2 subunit of the
AMPA receptor has the expected outside-out orientation within the
exosomal membrane.

Discussion

Here, we have demonstrated that supematants of primary
cortical cultures contain vesicles of density, size and composition
typical of exosomes. We also show that neurones secrete integral
membrane proteins such as the GluR2/3 subunits of the AMPA
receptor, the specific cell adhesion molecule L1 and the GPI
anchored prion protein, which are recovered in exosomal fractions.
In contrast, other membrane proteins, like NR1 and the Na /K™
ATPase, or cytoskeletal proteins (MAP2, Tau, PSDY3) are not
found in these fractions, thus suggestng that secretion of GluR2/3
oceurs through exosomes. Finally, we demonstrate that exosome
secretion 1s regulated by membrane depolarisation.

Secreted microvesicles in cortical cullure medium are exosomes

Exosomes are microvesicles of endosomal origin released by
selected cell types upon fusion of MVBs with the plasma
membrane. We have shown that medium from prmary cultures
of rat cortical neurones contains vesicles floating on a sucrose

B

GluR2/3

GluR2/3 -— KS

Fig. 4. Exosome secretion is stimulated by depolarisation. Top panel. (A) Exosomes present in the medium of E19 rat cortical primary cultures, incubated for 3
h in medium containg either 5 mM KCI (K5) or 25 mM KC1(K235), were recovered after centrifugation at 100,000 x g. Proteins were separated on SDS-
PAGE for Westem blotting analysis using anti-GluBR2/3 and anti-Tsg101 antibodies. Exos = exosomes, TCL = lysates. (B) Exosomes recovered in similar
conditions as i panel A were further purified on continuous sucrose gradient. One milliliter fractions were recovered, treated as described in Fig. 1 and
analysed by Westem blotting with an anti-GluR2/3 antibody. Lower panel: electron micrographs of vesicles secreted by primary cortical cultures during a 3
h depolarisation. Vesicles were harvested using a 100,000 » g centrifugation of the depolarising medium containing 25 mM potassium. Photos C and I show a
negative staining of the preparation. E and F show immunogold labeling of exosomes with anti-GluR2 antibodies (E) and with anti-Alix antibodies (F). Scale

bars: 100 nm.



G4 J Fawré et al. / Mol Cell Neurosel 31 (2006) 642648

eradient at a density between 1.11 and 1.19 g/ml and with an
average diameter of 100 nm. This cleary distinguishes exosomes
from larger plasma membrane blebs sometimes released by cells
(Thery et al., 2002ab). Density centrifugation was used in our
experiments as a preparative step in order to separate exosomes
from protein aggregates and nucleosomal fragments released by
apoptotic cells.

The demonsiration by mass spectrometry and immunoblotting
of the presence of Alix and Tsgl01 in the fractions containing the
vesicles strongly suggests that the latter orginate from MVDBs.
Indeed, both proteins participate in the budding of intralumenal
vesicles (ILVs) inside endosomes (Raiborg et al, 2003). We
recently showed that MVB biogenesis is severely impaired in
Hela cells depleted of Alix by siRNA (Matsuo et al,, 2004); and
Tsgl01, which interacts with Alix, is a known component of the
so-called endosomal sorting complex required for transport
(ESCRT) necessary for the sorting of ubiquitinated proteins inside
ILVs. The sequential association of ESCRT proteins with endo-
somes is catalysed by the ubiquitinated intracellular domain of
transmembrane proteins (Katzmann et al, 2002), which are
concentrated, after deubiquitination, in the membranes of ILVs.
Another protein participating in MVDB biogenesis is clathrin, which
associates on these endosomes o form flat latdees (Sachse et al.,
2002) and whose dissociation depends on Hse70 activity (New-
myer and Schmid, 2001). The fact that we found all the above
described proteins in the extracellular vesicles purified from
cortical neurone cultures is a further proof of their endosomal
orgin. Beside ceruloplasmin and GLASTI, which are brain-
specific, most of the proteins detected through mass spectrometry
were already characterised in exosomes prepared from other cells
(see references on Table 1). Another described characteristic of
exosomes is their high content in cholesterol (Wubbolts et al.,
2003). In ling with this, our exosomal fractions contained flotillin
and two proteins that contain a GPI anchor (PrPc and ceruloplas-
min), known to concentrate within cholesterol-enriched micmo-
domains. Hence, all the above described characteristics
demonstrate that the vesicles released by cortical cells m culture
Are exXnsomes.

Exosomes heterogeneity in primary coriical cultires

Alix- or TsglDl-containing exosomes purified from our
primary neuronal cultures are spread over 5 to 6 fractions within
the density gradient. On the same gradient, exosomes detected with
proteins expressed in neurones (GluR2/3 and L1 in Fig. 2, and the
YFP in Fig. 3) are present in fewer fractions. One simple
interpretation of these data is that antibodies against L1, GluR2/3
and YFP detect only neuronal exosomes as anti-Alix or ant-
Tsgl01 detect both neuronal and non-neuronal exosomes, reveal-
ing an heterogeneity in size and composition of these exosomes. In
that respect, it is interesting to note that PrP positive exosomes
have a density equivalent to that of L1 and GluR2/3 containing
exosomes (Fig. 3), thus suggesting that, in these cultures, exosomal
PrP is mainly secreted by neurones.

Regulation and function of exosome secretion

Our data suggest that exosome release is enhanced by
potassium-induced depolarisation. In cortical neurones such as
those used in our experiments, depolarsation leads to a massive
entry of calcium. Our expenments are thus in good agreement with

findings that exosomal release by cells of an erythroleukemic cell
line is enhanced upon rsing intracellular calcium levels (Raposo et
al., 1997; Savina et al., 2003, 2005). In neurones, the purpose of
exosome release from MVBs, which are organelles already
described in axons and dendrites (Cooney et al, 2002), may be
to discard proteins or degradation products. This way of
elimination seems particularly relevant for synapses, which lack
lysosomes. Exosomes may thereby allow neurones to dispose of
AMPA receptors, a mechanism that could be used during events
like synaptic depression. Not all glutamate receptors are concerned
by this particular type of removal since the NRI subunit of the
NMDA receptor was not detectable in exosomes. Using hippo-
campal neurones, Sheng and collaborators have recently observed
that AMPA induces the internalisation of GluR2, which enters the
recyeling pathway. In contrast, NMDA leads to displacement of the
endocytosed GluR2 towards MVBs (Lee et al., 2004). Our results
beg the question of whether, and how, glutamate receptor exit
through exosomes is modulated by synaptic activity.

By analogy to the situation in antigen presenting cells, one may
hypothesise that exosomes are captured by neighboring cells,
within which exosomal cargoes are dispatched. Fevrier et al. have
recently shown that overexpressed PrPsc is released by cells of a
glial cell line in association with exosomes that are infectious
(Fevrier et al., 2004, Our result demonstrating that the endogenous
prion protein is released with exosomes secreted by cultured
cortical cells further supports the hypothesis that exosomes may
contribute to the spreading of prions throughout the brain. The
presence of some glutamate receptors within exosomes now begs
the question of whether these secreted vesicles allow passing of
ionic channels from neurone to neurone, thereby modifying their
surface properties.

Experimental methods

Reagents

Anti-Alix antibody has been previously described (Chatellard-Causse et
al., 2002). Anti-endophilin was a gift of P. De Camilli (University of Yale,
CT, USA). The anti-prion (SAF 32) was a gift from J. Gagnon (CHU,
Grenoble, France). Anti-L1 was a gift of F Rathjen (Max-Delbriick-
Centrum, Berlin, Germany), and anti-Na'/K" ATPase was a gift from M-J
Moutin (CEA Grenoble). Anti-Tsgl01 antibodies were purchased from
Crenetex, anti-GluR2/3 and anti-Taul from Chemicon, anti-flotillin from
Transduction Labs, anti-PSD95 from Upstate Biotech., anti-NR1 and anti
GluR2 (Clone 6C4) from Pharmingen, anti-MAP2 from Sigma and anti-
GFP from Clontech.

FPrimary cultures of cortical newrones

Cells were dissociated from cortex of embryonic day 16 (E16) rat
embryos as described { Ben Fredj et al., 2004). They were seeded at § x 10°
cellsiem® onto 100 or 60 mm-diameter Petri dishes coated with poly--
lysine (25 pg/ml, Sigma) and incubated in MNeurobasal supplemented with
B27 (Invitrogen), 1 mM sodium pyruvate, 2 mM glutamine and antibiotics
m a humidified mcubator at 37°C and 5% CO.. Atday 5 of culture, 25% of
freshly made complete medium was added.

Mouse cortical neurones from transgenic animals were prepared from
PO pups obtained by crossing heterozygous TgN(Thyl.2-EYFF) mice
(Hirrlinger et al, 2005). After reatment in DMEM supplemented with
0.25% trypsin (Sigma) for 15 min at 37°C, mechanical dissociation was
performed, and cells were seeded onto dishes coated with poly-L-lysine (0.5
mgml, Sigma). They were maintained in culture in DMEM supplemented
with B27 and N2 (Invitrogen). At day 4 of culture, 25% of freshly made
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complete medium supplemented with 10 pM cytosine B-D-arabinofirano-
side was added to inhibit cell proliferation.

Purification of exosomes

Medium from 8-day-old primary cultures (4 to 5 » 107 cells) was
harvested and cleared of debris by two successive centrifugation steps
(2000 = g for 10min, 20,000 = g for 20 min). Membranes were recovered
from the cleared medium by centrifugation for 45 min at 100,000 =« g. They
were resuspended in 0.211 M sucrose, 3 mM imidazole pH 7.4 and loaded
onto a contimuous 0.3 to 1.4 M sucrose gradient. After 18 h of
centrifugation at 100,000 = g, 1 ml fractions were collected and
precipitated with trichloroacetic acid/deoxycholate (TCA/Doc) for farther
analysis by Westem blotting.

Effect of depolavisation on exosome release

Cells were dissociated from cortex of E19 rat embryos, cultivated as
already described except that 10 pM cytosine p-D-arabinofuranoside was
added at 4 DIV in the medium to limit cell proliferation. After 9 DIV, cells
were washed twice and incubated for 3 h at 37°C in serum-free medium
containing 5 mM KCI{KS) or 25 mM KC1 (K25). This basic medium was
compaosed of 5 mM KCI, 1.8 mM CaCly2H,0, 0.8 mM MgS0, TH20, 110
mhd NaCl, 26 mM NaHCO,, 1 mM NaH,PO,2H,0, 0.7% D-glucose and
15 mM HEPES, pH 7.4. For each condition, medium from 5 = 108 cells
was recovered, and exosomes were pelleted after the 3 first steps of
centrifugation described above. Exosome pellets were directly recovered in
sample buffer for SDS-PAGE analysis or further purified on density
gradient as described. Cells were lysed in 150 pl RIPA buffer, and, for each
condition, 10 pl was loaded on SDS-PAGE.

Electron microscopy

For mitial characterisation (Fig. 1), exosomal fractions from 4 to § =
107 cells isolated on a contimious sucrose gradient were diluted in 3 mM
imidazole, pH 7.4 and pelleted by a1 h centrifugation at 100,000 x g. They
were resuspended in a minimal volume of 02 M sucrose. Samples were
applied to a grid covered by carbon and negatively stained with 19 wranyl
acetate. Micrographs were taken under low-dose conditions with a JEOL
1200 EX 1T microscope at 100 kV and a calibrated magnification of 39,750
times (based on the helical pitch of Tobacco Mosaic Virus). Selected
negatives were then digitised on a Zeiss scanner (Photoscan TD) with a
pixel size of 14 ym (3.5 A at the sample scale).

Wesicles secreted after depolarisation were prepared and observed by
electron microscopy as described (Fevrier etal., 2004). Samples of 5 pl were
allowed to adsorb for 20 min on Formvar-carbon-coated EM grids.
Exosomal membranes on grids were fixed with ghitaraldehyde 1%, washed
in distilled water and contrasted and embedded immediately as detailed
below. For immunogold labeling, after fixation with paraformaldehyde 2%
for 30 min, membranes were single immunogoeld labeled with anti-GluR2
and anti-Alix antibodies followed by Protein A-gold 10 nm (PAG).
Labeling with anti-Alix antibody was done after permeabilisation with
0.1% saponin for 30 min. Samples were contrasted and embedded in a
mixture of methyleellulose and uranyl acetate and viewed under a CM120
Philips electron microscope (Eindhoven, The Netherlands).

Mass spectrometry analyvsis

Membranes present in the medium of E16 rat cortical primary cultures
(4 t0 5 = 107 cells) were separated on a continuous sucrose gradient as
already described. Fractions 5 and 6 {comesponding to 1.125 to 1.14 g/ml
sucrose) were pooled, diluted in 3 mM imidazole pH 7.4 and concentrated
by cenmifugation for 1 h at 100,000 = g. The pellet was dissolved in
sample buffer, and proteins were loaded on a 5-12% acrylamide gel for
SDS-PAGE analysis. Proteins pathered at the imterface between stacking
and separating gels following a short migration were excised as a single

band, and submitted to trypsin digestion, for further analysis by LC-MS/MS
as previously described (Ferro et al., 2002), MS and MS/MS data were
acquired and processed automatically using MassLynx 3.5 software
(Waters). Database searching was carried out on an updated compilation
of SwissProt and Trembl ( fip/s.ex pasy.org/databases/'sp_tr_nrdb/) using the
MASCOT 1.7 program available intranet. Proteins which were identified
with at least 2 peptides showing both a score higher than 40 were validated
without any manual validation. For proteins identified with only one
peptide, the sequence of the peptide was checked manually.
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Résultats

Article 1 : Sécrétion des exosomes par les neuronesrticaux en culture.

Nous avons pu montrer au cours de ces premiesauxagque les neurones corticaux en
culture sécretent des exosomes auxguels sont éssaes protéines exosomales classiques,
comme Alix, Tsgl01, et la flotilline, et égalemeté¢s protéines neuronales, comme la
molécule d’adhésion neuronale L1 et les sous ufteR2/3 des récepteurs au glutamate. De
facon trés intéressante, la protéine du prion ket (PrPc) est également présente dans les
exosomes sécrétés dans ces cultures. Enfin, urdadéption de la culture dans un milieu
hyperpotassique permet d’augmenter de fagon duastig sécrétion d’exosomes, ce qui

montre qu’il existe une régulation de la productil@s exosomes par I'activité neuronale.

Résultats

1. Purification des exosomes de cultures primaires desurones corticaux

Aprés avoir établi un protocole de purification xsomes a partir d’'une lignée
cellulaire disponible au laboratoire, et mis aunpda culture de neurones de cortex provenant
d’embryons de rat (E18), nous avons appliqué |leéopabe de purification sur le milieu des
neurones a 8 jours de cultuire vitro. La purification sur gradient de sucrose a révalé
présence de la protéine Alix dans les fractionsrats (1,11 a 1,19 g/ml), ce qui témoigne de
I'existence d’exosomes dans le surnageant de eulles neurones. En collaboration avec
Graca Raposo de l'institut Curie a Paris, nous aymnobserver en microscopie électronique
les vésicules contenues dans les fractions cestidle gradient (5-6). La population de

vésicules est homogene, d’environ 100nm, ce quirco@ qu'il s’agit bien d’exosomes.

2. Protéines sécrétées par les exosomes de culture npire de neurones
corticaux

Nous avons ensuite réalisé une étude en spectiemd#r masse, grace a une
collaboration avec Jérome Garin du CEA de Grengimer détailler les protéines présentes
dans les exosomes sécrétés par les cultures peBragrneurones corticaux. La spectrométrie
de masse a révélé la présence de protéines dgjiedé@tans les exosomes des autres types
cellulaires : tubuline, actine, protéinenGAlix, clathrine, Hsc70, pyruvate kinase, 14-3-3,
GAPDH.
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Nous avons poursuivi I'analyse protéomique des @xaes par Western-blot, et nous
avons pu détecter les protéines Tsgl01l du comSE@RT | et la flotilline. Nous avons
eégalement revélé la présence de la molécule d'athéellulaire L1, qui est une protéine
exprimée spécifiguement dans les neurones au niglaasysteme nerveux central, et des
sous-unités GIluR2 ou 3 (I'anticorps reconnait lgipacommune aux deux sous-unités) des
récepteurs au glutamate. Aucune présence de pestdin cytosquelette (MAP2, Tau) ni de
I'enzyme membranaire NAK* ATPase n'a été détectée dans les fractions Alsitpes, ce
qui montre gqu’elles ne sont pas contaminées parddbss cellulaires, ni des morceaux de
membrane plasmique. Enfin, la protéine PrPc seoue&r également dans ces fractions,
confirmant comme Février et al 'avaient suggéré2804, que la protéine peut emprunter
cette voie pour étre sécrétée dans le milieu exditdaire.

L’approche protéomique a également montré la poesde Glastl dans les exosomes
sécrétés cultures de neurones corticaux. Glastlurestansporteur membranaire exprimeé
spécifiguement par les cellules gliales. Cette ntadimn démontre que les cellules gliales qui
sont toujours présentes dans les cultures primalee:eurones corticaux malgré I'ajout
d’AraC, sécretent elles aussi des exosomes. Celatdsont été confirmés par Taylor et al en

2007, qui montrent que les astrocytes en cultwweetEnt des exosomes.

Pour confirmer I'existence d’exosomes neuronauwysnavons utilisé des neurones
corticaux prélevés chez la souris transgénique TFNyP, qui surexprime la YFPYéllow
fluorescent protein sous la dépendance du promoteur du géne Thy-L, regireint
I'expression de la YFP aux neurones. La YFP soldbales le cytosol rempli les vésicules
intraluminales au cours de leur formation dansleosomes. Les exosomes récoltés dans ces

cultures contiennent la YFP, ce qui confirme quenleurones sécretent des exosomes.

3. Hétérogénéité des exosomes des cultures corticales

Alix et Tsg101 colocalisent parfaitement dans dastions étendues entre 1.12 et 1.19
g/ml de sucrose, tandis que PrPc, GIuR2/3 et L1 mmtreints aux fractions allant de 1.15 a
1.19 g/ml de sucrose. Alix et Tsgl01 étant exprsnée facon ubiquitaire, ces marqueurs
exosomaux sont certainement présents dans lesmagegteuronaux, mais aussi les exosomes
des cellules gliales. En revanche, L1 est exclnsardg neuronal, et GIuR2/3 est
majoritairement exprimé dans les neurones, méroerines études montrent une expression
des GIuR dans les astrocytes (Fan et al, 999). deexx protéines marqueraient donc

préférentiellement les exosomes neuronaux, quiesgrane sous-population de I'ensemble
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des exosomes trouvés dans les cultures primaireoiex. Les fractions contenant PrPc
correspondent a cette sous-population, ce qui segpe cette protéine est bien présente dans

les exosomes d’origine neuronale.

4. Morphologie des exosomes et immunogold

Nous avons pu montrer que les exosomes sécrétéseparultures de neurones
corticaux ont également la méme forme « en hématjge les exosomes des autres types
cellulaires, par I'observation en microscopie é@muigue des vésicules contenues dans les
fractions centrales (5-6-7) d’'un gradient. Leufléaést d’environ 100nm. Des immunogold
pratiqués sur ces exosomes confirment la préseAtig dt de GIuR2 dans ces vésicules.

5. Régulation de la production d’exosomes par I'actité neuronale

L'activité spontanée des cultures neuronales pée @ugmentée en élevant la
concentration extracellulaire en potassium. Cdéeation conduit a une dépolarisation de la
membrane neuronale, et facilite ainsi le déclen@mrdes potentiels d’action. Nous avons
incubé les neurones corticaux dans un milieu c@ntféontenant 5mM de potassium,
potentiel de membrane : -65mV) ou dans un miliepotiEisant (25mM de potassium,
potentiel de membrane : -30mV) pendant 3h, puiffipues exosomes sécrétés sur gradient
de sucrose. La détection du marqueur exosomal 1sgidh montré) et de GIuR2/3 nous a
permis de montrer que 'augmentation de I'activiekironale accroit de fagon trés importante
la production d’exosomes par les cultures. Le teopg d’incubation ne permet pas de
savoir si cette augmentation d’exosomes dans ldeumikextracellulaire provient de
'augmentation de la fusion des endosomes mulitwégires avec la membrane plasmique, ou

indirectement d’'une augmentation de I'endocytose allactivité neuronale accrue.
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In a way regulated by
synaptic glutamatergic
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Abstract

Shedding of microvesicles by living cells has reagd a lot of attention since it
represents ways not only for discarding proteins amh metabolites but also for
intercellular exchange of proteins and RNAs. Exosoes are microvesicles released into
the extracellular medium upon fusion to the plasmamembrane of endosomal
intermediates called multivesicular bodies. In a pevious study we showed that
developing cortical neurons are capable of releaginexosomes which contain among
others, the prion protein, the L1 adhesion moleculend subunits of AMPA receptors
(Fauré et al, 2006). Here we extended these resultsing biochemistry, electron
microscopy and fast video microscopy to demonstratehat mature cortical and
hippocampal neurons in culture secrete exosomes frosomato-dendritic compartments.
We also show that exosomal release is modulated gutamatergic synaptic activity thus
suggesting that this process might be part of normaynaptic physiology.
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Introduction

It is today clear that cell to cell communicaticancoccur through exchange of bioactive
membrane vesicles. These can bud directly from glesma membrane (PM —derived
microparticles) or inside multivesicular endosonaghis latter case fusion of multivesicular
bodies (MVBs) to the plasma membrane allows theass of their intralumenal vesicles,
which once in the extracellular milieu are referreml as exosomes. The latter are
homogeneous in size (40-100nm) and shape and dwmrglt their protein composition
depends on the cell type of origin, some proteies the tetraspanin CD63 have emerged as
exosomal marker proteins. MVBs were first describsdntermediates, which individualize
from early endosomes and fuse later on with lys@synwvhere hydrolysis of their content
occurs. This is a way for degradation of endocyosell surface receptors, which are
entrapped into the vesicles budding from the limgtmembrane, into the lumen of endosomes.
In some cases, electron microscopy observatiorealest that MVBs can also fuse with the
plasma membrane to allow release of exosomes.

Since their original discovery in reticulocytespegmes were reported to be secreted by an
increasing number of cells and could be isolatednfmost body fluids including cerebral
spinal fluid (Vella et al, 2008). However, in mastses their physiological relevance has been
difficult to show due to a lack of information oheir biogenesis, origin and ways of
regulation. Exosomes represent an alternative pathfer secretion of soluble proteins
lacking signal sequences or of membrane proteiresd@mnal release instead of lysosomal
degradation also allows removal of membrane matenaells, or cell compartments, lacking
lysosomes (Pan et al, 1985). Other functions dédl mtercellular communication as in the
case of naive dendritic cells which become immungzetent after endocytosis of exosomes
secreted by other activated dendritic cells (Thedrgl, 2002, Morelli et al, 2004). Tumor cells
can also manipulate neighbouring cells by way obsexnes particularly by favouring
angiogenesis. Recently several groups have dematedtthat exosomes released by mast
cells, monocytes or glioblastomas contain small RNAcluding microRNAs and mRNAs
which modulate protein expression of receiving <€Waladi et al, 2007). Thus, exosomes
represent a way of intercellular exchange of malkewhich allows an emitting cell to modify
protein expression of receiving cells.

Several years ago, we reported that developingcabrieurons secrete exosomes (Fauré et
al, 2006) containing the prion protein PrPc, the ddhesion molecule and subunits of the
AMPA receptor. This contributed to the hypothegiattin the nervous system, exosomes

could participate in normal physiology but alsospreading of pathological agents. Here we
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extended this work by showing that release of em@soalso occurs from fully differentiated

cortical neurons. Furthermore we could detect shertn secretion of exosomes and
demonstrated that this is regulated by calciumuntind by glutamatergic synaptic activity.

Using electron microscopy we observed packets ob@xes being secreted from neurons.
The C terminal-half of tetanus-toxin, which was ecygtosed and accumulated inside MVBs
was secreted by way of exosomes, thus demonstihidghese latter stem from MVBs. This

was further demonstrated using fast video microgdopfollow the decrease in fluorescence
of compartments labelled by CD63-GFP, known to eatrate inside MVBs. Thus our results

demonstrate that fully differentiated neurons secexosomes originating from MVBs and

that this process is regulated by synaptic activity

Material and Methods
Reagents:
Polyclonal anti-Alix has been previously describé@hatellard-Causse et al, 2002).
Polyclonal anti-L1 CAM was a kind gift of F. RathjgMax-Delbriick-Centrum, Berlin,
Germany). Polyclonal anti-GluR2 and anti-GluR2/3revgurchased from Millipore and
Chemicon respectively. Monoclonal antibody agathst N-terminal part of GIuR2 used for
electron microscopy was from Chemicon. Monoclonati-&FP was from Covance, and
monoclonal antibody against flotillin was obtairfeain BD Transduction Laboratories.
Bicucullin, CNQX, MK801 were from Sigma. Tetrodotoxwas purchased from Tocris.
GST-GFP-TTC and GST-GFP proteins were purifiedessdbed in Bordet et al, 2001.

Primary cultures of cortical and hippocampal negron

Cells were prepared from embryonic day 19 (E19)erabryos as described (Fauré et al,
2006). After dissociation cells were seeded &tcHlis/cnf onto 100mm dishes coated with
poly-D-lysine (5Qug/ml, Sigma). In the case of hippocampal neuroefis avere seeded at
1.3x 10 cells/cnf. Cells were cultured in Neurobasal (Gibco) supgetad with B27 (2%),
1mM sodium pyruvate, 2mM glutamine and antibiotics. humidified incubator at 37°C and
5% CQ. 25% of freshly made medium containing cytogirB-arabinoside (AraC) at a final
concentration of 3jGM (cortical neurons) or|8V (hippocampal neurons) was added evélty 4

day.

Purification of exosomes:
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Exosomes were purified from 15 DIV cultures in caseortical neurons and 21 DIV in case
of hippocampal neurons. Cells were washed two timds5 medium (5mM KCI, 1.8mM
CaCh.2H,0, 0.8mM MgSQ.7H,O, 110mM NaCl, 26mM NaHC$ 1mM NahPQO,.2H,0,
0.7% D-Glucose and 15mM HEPES, pH 7.4) and incubatethe same medium for the
indicated times. Collected media were cleared fdwhris by two successive centrifugation
steps (2000g for 10 minutes, 20 000g for 20 minudesl filtration through a 0.22m filter
(GVA, Millipore). Exosomes were recovered by cdntyation for 50 minutes at 100 000g.
They were resuspended in Laemmli buffer for weskdon analysis or further separated over
a sucrose gradient. For this, the 100 000g pelete resuspended in sucrose 0.211M, 3mM
Imidazole pH 7.4, and loaded onto a continuous IMXo 2.255M sucrose gradient.
Gradients were centrifuged 18h at 100 000g, andnalngactions were collected, diluted in
Imidazole 3mM pH 7.4, and centrifuged for 1h at D00g. Pellets were resuspended in
Laemmli buffer and analysed by western-blot.

lonomycin was used au®l, BAPTA-AM at 5QuM, Tetrodotoxin (TTX) at iM, Bicucullin

at 4QuM, MK801 at uM, CNQX at 10@M. Hippocampal neurons were stimulated at day 21

of culture in control medium or control medium caining lonomycin AM.

Semi-guantification analysis of western blots

Autoradigraphs were scanned (Duoscan f40, AGFABG@Qdpi. Total grey value were
obtained using Metamorph software (Meta ImagingeSeversion 7.5.6.0., MDS Analytical
Technologies). For each experiment, triplicatesewsrade from at least three different
cultures. Histograms represent the means of ragbseen each grey value of one exosomal
pellet to the corresponding lysate. Wilcoxon andGAMA tests were applied according to
experiments, as precised in figure legends (* Q&D<05, ** 0.001<p<0.01, ***
0.0001<p<0.001).

Electron microscopy:

Exosomes pellets were immediately fixed by 2% pmarafldehyde, and then applied to
Formvar-carbon-coated EM grids. They were negatis@ined with 5% uranyl acetate for 1
minute. For immunogold labelling, grids were inctdghwith indicated primary antibodies,
detected by protein A gold and stained with uraagdtate as described above. Observations
were made using a transmission electron micros¢ip@L JEM 1200 EX) at 80kV, and with

a numeric camera (Veleta, SIS).
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For morphological analyses, cultures of corticahgmpocampal neurons were stimulated for
1 minute with 2M ionomycin. Neurons were then immediately fixed®ib% glutaraldehyde
in cacodylate buffer 0.1M pH 7.2, for at least tiwours. Neurons were post-fixed by 1%
osmium tetroxyde in cacodylate buffer 0.1M for lidastained overnight in 0.5% uranyl
acetate. The day after, cells were washed and datiegtin graded series of ethanol before
inclusion in Epoxy resine (Flukka, Sigma). Ultratlgections of 70 nm were made with an
ultramicrotome (Leica, ultracut S), placed on graawl stained with uranyl acetate 5% and
lead citrate.

For immunogold labelling, cells were incubated owvgnt with GFP-TTC. The day after,
cultures were washed three times in K5 medium kefocubation with gM ionomycin
during 1 minute and fixed with 2% paraformaldehy@ells were then incubated with anti-
GFP antibodies and protein A coupled to gold paltidefore inclusion as described above.
For cryomicroscopy, neurons were incubated ovetnigth GFP-TTC. The day after, cells
were washed three times in K5 medium and fixed wi# paraformaldehyde, 0.2%
glutaraldehyde in cacodylate buffer 0.1M. Cells avescratched off the substrated and
centrifuged at 1200rpm for 5 minutes. Pellets vikemn embedded in gelatine, cryo-protected
in 2.3 M sucrose and frozen in liquid nitrogen. t®ets of 70 nm were made using a cryo-
ultramicrotome (Reichert Ultracut S, Leica) and iomulabelling was further processed

according to Tokuyasu protocol.

Results
Reqgulation of exosomal release from 15 DIV cultugésprimary cortical neurons is

requlated by calcium.

We have already demonstrated that primary neunamm fat E 19 cortex cultured for 9
days in culture release exosomes and that thiaseles stimulated during a 3h depolarisation
with a medium containing 25 mM KCI. These cultusgs not fully differentiated meaning
that neurite outgrowth still occurs and that vetifel synapses can be observed. In order to
show that exosomal release is not only the propeErteveloping neurons we repeated these
experiments with the same type of neurons cultimed.5 days to allow full differentiation.
Vesicles harvested by ultracentrifugation from wrdtsupernatant of 15 DIV neurons cultured
in 5 or 25 mM KCI for 3 hours were further sepadatsing a continuous sucrose gradient and
immunoblotted with antibodies against flotillin aAdix, two proteins enriched in exosomes.
Immunoreactivity was detected between fractionsid 3, which correspond to densities of

1,09 and 1.15 g/ml sucrose which are expected fwosames (Fig. 1). Flotillin
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Immunoreactivity reveals that depolarising matureurons in K25 medium increased
exosomal release, as previously shown for 8 DIVtoresi (Fauré et al, 2006). L1, which in the
central nervous system is only expressed by neumvas present in exosomal fractions
showing that exosomes are released from neuron$?ARsubunits of glutamate receptors
were also detected in exosomes secreted by maturens.

In order to examine whether secretion of exosorsgegulated, we decreased the time of
harvest to 5 minutes. We first demonstrated usiagt®n microscopy that exosomes can be
pelleted from fresh medium incubated for 5 minuwiesl5 days old cultures. We showed that
the released vesicles harvested by 100 000g asgeaitibn had the size and erythrocyte-like
shape typical of exosomes (Fig. 2A). Furthermoreséh vesicles were decorated with
antibodies against the neuron adhesion molecul@=igl 2B) and the AMPA receptor subunit
GluR2 (Fig. 2C) as already reported for exosomksmsed by 9 DIV cortical neurons during a
3 hour depolarisation. Using western blot analysgith anti-flotillin, anti-Alix and L1, we
found that inducing calcium influx by incubatingumens with the ionophore ionomycin
during the 5 minutes time of harvest, significantigreased exosomal release (Fig. 3A and B).
A similar result was found using 21 DIV old hippogaal neurons (Fig. 3C). Preincubation
for 2h of the cortical neurons with BAPTA-AM able thelate intracellular calcium, blocked
the ionomycin effect, thus demonstrating that thkamcement of exosomal release observed
during a 5 minutes incubation with the ionophordug to an increase in intracellular calcium
(Fig. 3D and E). Noteworthy is that western bloalgsis did not allow us to demonstrate any
significant increase of exosomal release duringraiftute depolarisation (not shown). This
might reflect a lack of sensitivity and a lower ri@ase in intracellular calcium induced by

depolarisation compared to that induced by ionomyci

Electron-microscopic examination of cultured negrdemonstrate the presence of released

exosomes in close appostion to the plasma membrane

Electron microscopy examination 15 DIV cortical rens treated one minute with
ionomycin showed the presence of extracellular eggges of vesicles in close vicinity to the
plasma membrane of dendrites (Fig. 4B) and of s@mashown). Similar aggregates were
seen using 8 DIV cultures (Fig. 4A). The appearaog size (60 to 80 nm) were similar to
those observed inside intracellular compartmeninigethe appearance of MVBs and also to
those of vesicles harvested from culture supertai@ig. 2). In a few cases images of MVB
compartments in continuity with the plasma membremdd be seen (Fig. 4C). In this case a

dense material probably contained in MVBs was ssddogether with exosomes.
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In order to further prove that exosomes harvestgdcéntrifugation and observed in
association with dendrites stem from neuronal eowhas compartments, we used the C
terminal fragment of Tetanus toxin (TeNT) fused@8T and GFP (GFP-TTC). Numerous
observations have shown that the TTC fragmentnetspecific neuronal binding and uptake
properties similar to those of the native toxin @4as et al, 2002).

Purified recombinant GFP-TTC or GFP was incubated® DIV cortical neurons for 1h at
37°C followed by extensive washing. The cells wiien incubated for five minutes in fresh
medium and vesicles harvested by centrifugatiori@ 000g and analysed by western-
blotting using anti-GFP and anti-flotillin antib@di. GFP-TTC, but not GFP, was present in
these 100 000g pellets suggesting that GFP-TTEleased in association with exosomes (Fig
5A). We performed density separation on a sucrosgiegraof materiel secreted during 2h by
neurons preincubated with GFP-TTC. Besides aggedg&FP-TTC at the bottom of the
gradient, we observed a peak of GFP-TTC in the @/t® fraction, in which flotillin positive
exosomes are concentrated (Fig.5B). Thus, exostiae®sted from cultured neurons stem
from intracellular compartments, which contain erydosed proteins.

Using immunogold labelling of cryo-sections, we aersirated that anti-GFP labels MVB
compartments of cultured neurons pre-incubated WEP-TTC (Fig 5C). This is in good
agreement with results of Schiavo and collaboratdrs have reported accumulation of TTC-
GFP inside these compartments.

Anti-GFP labelling before inclusion and sectionioigthe cultured neurons demonstrated
the presence of immunogold labelling in packetexafsomes apposed to the dendritic surface
(Fig 5C). Thus, our experiments strongly suggest plackets of exosomes seen in association
with dendrites of 15 DIV cultured neurons corregpdo intralumenal vesicles of MVBs
released upon fusion of the latter with the plasnembrane. It is also the first demonstration

that a protein capable of crossing synapses as$ssaigth exosomes.

Exosome secretion is requlated by glutamatergiwibct

We used two antagonists of GARAreceptors, picrotoxin and bicucullin, to block
inhibitory activity in the cultures and thereby anbe glutamatergic spontaneous activity. As
shown on Fig. 6, release of exosomes detectedohififfi, Alix and L1 was already increased
after 10 min treatment with bicucullin. Addition ¢tie AMPAR antagonist CNQX to the
cultures together with bicucullin inhibited thischease. MK-801, which antagonises NMDA
receptors, also blocked the bicucullin-induced @éase in exosome secretion (Fig.6A and B).

Therefore exosome secretion is modulated by syn&MPA and NMDA receptors activity.
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Picrotoxin also increased the release of exosom@suno-revealed using anti flotillin and
GluR2, further demonstrating that this procesegulated by synaptic glutamatergic activity.

Discussion

Release of vesicles from living cells is the submcnumerous studies as they represent
ways of secretion of membrane proteins and of RN¥Assicles can be released from
intracellular compartments like MVBs, or of unknowrigin as in the case of enlargeaosome
released by PC12 cells. Secretion from membrankciegr was also demonstrated to occur
directly from the plasma membrane of neuroepithekdis. Here we used several techniques
to show that differentiated cortical and hippocahmaarons release exosomes.

Our demonstration that the features of vesiclegassdd by differentiated neurons
correspond to those of exosomes is three foldhdiy densities of 1.09 to 1.15 g/ml and Alix
and flotillin- immunoreactivities; 2) their size érshape as observed by EM; 3) the presence
of packs of vesicles near dendrites, which havesthe and shape similar to those of ILVs
found inside MVBs. Interestingly packs of 10 to i&leased exosomes, which is the
approximate number of ILVs of MVBs, remain boundhe plasma membrane as described in
the case of exosomes secreted by B cells (Rapost, 4996). As already observed for
exosomes secreted from 8DIV cultures exosomespexes from 15 DIV cultures carried the
cell adhesion molecule L1 and GIluR2/3 subunits MPX receptors. The presence of both
proteins inside MVBs, which was reported by otheiaforces our hypothesis that exosomes
characterised in our study correspond to MVB intma¢nal vesicles. Our previous
demonstration of exosomal release was performedjusil9 rat cortical neurons cultured for
8 to 9 days (Fauré et al, 2006). At this stage iteuwutgrowth is still ongoing and little
synaptogenesis has occurred. Several observat@awe implicated TI-VAMP/ VAMP7 in
lysosome secretion. Using primary sympathetic nesirddrantes and Andrews have
demonstrated that TI-VAMP co-localises with LAMPaAdasynaptotagmin VII in endosomal
compartments which fuse at growth cones (Arantesl,e2006). Therefore, adependent
fusion of late endosomes/ lysosomes seems necdssagding membrane to the developing
neurite. Our finding that mature neurons secretesemes at the level of dendritic shafts was
therefore fundamental to demonstrate that this gg®ds unrelated to lysosomal release
occurring at the growth cone but might be parhefphysiology of differentiated neurons.

The mode of regulation of exosomal release remaldissure as most published studies use
secretion times of several hours. In the case Di\B cortical neurons, we have previously

shown that depolarisation with 25mM extracellulaClKincreases exosome secretion thus
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suggesting that this process is regulated by aqalcitiowever our observations were

performed using a 3 hours time of depolarisaticarvést, a time schedule far too long to
discriminate between possible effects of depoldaosaon endosomal traffic from those on

fusion of MVBs to the plasma membrane. Our presesiilts demonstrating a strong increase
in exosomal release from mature neurons duringranbites ionomycin treatment is the first

to demonstrate that MVB fusion inside neurons gaitated by calcium.

In hippocampal or hypoglossal neurones MVBs aratikadly rare and mainly found within
the dendritic shaft but rarely inside spines (Cqoeteal, 2002, Rind et al, 2005). In the case of
hypoglossal motoneurons, Rind et al noticed thatyeof MVBs inside spines is tightly
regulated by neurotrophins.

By analogy to other cells, one might consider erts®as a way out to discard proteins. In
the cortex and hippocampus, regulation of the nundfeionotropic glutamate receptors
expressed at the pos-synaptic membrane is cracrabtulate efficacy of synapses, a process
at work during long term depression and potentmtidich underlie memory consolidation
(Malinow et al, 2002). It is now well documenteaitlthis regulation involves endocytosis and
exocytosis from endosomal pools of receptors and,tdegradation must contribute to this
equilibrium (Ehlers, 2000). Distal dendrites areald of lysosomes. Therefore regulation of
the pool of surface synaptic receptors by degradatould need transport of MVBs to
proximal dendrites and soma and await a signal adke synapse. The presence of GIuR2
subunits in neuronal exosome underlines exosonedse as a possible mechanism for local
elimination of receptors at synapses modified bgcteical activity. This hypothesis is
reinforced by the fact that increasing glutamatesgtivity known to modulate trafficking of
synaptic glutamate receptors, enhances secretiexasbomes.

Exosomes have received a lot of attention whemrdame clear a few years ago that they
allow intercellular transfer of endogenous proteassin the case of class Il proteins passing
between dendritic cells of the immune sytem. Midd#¥8 and mRNAs can also be packaged
into exosomes and several recent publications heperted that exosomal mMRNA can be
translated by receiving cells (Valadi et al, 200¥his demonstrates that the intralumenal
content of exosomes is released into the cytosough fusion of the exosomal membrane
with the plasma membrane or with endosomal membrahef the receiving cell. Exosomes
might also shuttle infectious agents as the scrimpia of the Prion protein, which is secreted
by infected cells by way of exosomes and remaiadindus under this form. This has led to
the hypothesis that the infectious agents mighpropagated from the periphery to the brain
by way of transynaptic passage. Our present studyhe release of exosomes from
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differentiated neurons further supports this hypst, which awaits the demonstration of a
transynaptic passage of exosomes.

Some proteins are known to cross synapses. Amamyg i tetanus toxin (TeTX), which is
endocytosed at the neuromuscular juction, retrggé@dinsported back to the soma inside
endosomes and transferred to presynaptic termioflafferent inhibitory neurons by a
mechanism which remains unclear. Once inside itompneurons the toxin enters the cytosol
and blocks synaptic transmission by cleaving systaet/in of the SNARE complex (Schiavo
et al, 1992). This results in a loss of spinalloitoiry control of motoneuron activity leading to
spastic parlysis. TeTX is made of a heavy chaikelihby a single disulfide bond to a light
chain, which acts as a zinc-dependent endopeptidaseN-terminal half of the heavy chain
allows the translocation of the protease from tiradn of endosomes into the cytosol, while
the C-terminal function is necessary for bindingl @ndocytosis (Shapiro et al, 1997, Roux et
al, 2005). This portion of the heavy chain fuse@&naymes or GFP retains the capacity of the
intact toxin to cross synapses and has been udabdbcircuits in the central nervous system
(Coen et al, 1996). Using immunogold labelling warfd that GFP-TTC was endocytosed by
cortical neurons and localised inside MVBs in gagdeement with the results of Schiavo and
collaborators (Schiavo et al, 1992). Our findingttGFP-TTC released into the extracellular
milieu is bound to exosomes confirms that fusiolvidBs to the plasma membrane allows
exosome secretion by neurons. Also the demonstratiat TeTX, which is capable of
crossing synapses is secreted through the exogmtiabay suggests a possible mechanism of
transynaptic passage from the periphery to the CNS.X bound to exosomes could be
released by motoneurons in the vicinity of affereibitory synapses and endocytosed pre-
synaptically. Once inside endosomes exosomes amdergo backfusion with the limiting
membrane of endosomes, as reported for intralumeasatlies of MVBs, thereby releasing the
toxin into the cytosol. In this scenario, TeTX wduhighjack a transynaptic shuttle used
endogenously in the nervous system. This hypotlaegasts formal proof of exosome reuptake

by receiving neurons or astrocytes.
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Figure 1. Mature neurons secrete exosomes.

15DIV cortical neurons were incubated 3h in K25 faedand vesicles harvested from 24.10
neurons were pelleted at 100 000g. The vesicles then separated on a continuous sucrose
gradient. One ml fractions were collected and as®lyby western blot using anti Flotillin,

Alix, GluR2/3 and L1 antibodies.
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Figure 2: Exosomes are released by 15DIV primary cortical neons.

A. Electron microscopy examination of vesicles sedréte 15DIV cortical neurons during 5
minutes and pelleted at 100 000g (bar: 100nm).

B. and C.Immunogold of the same preparation using anti—IAMJ B) and anti-GIuR2(Q)

antibodies.
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Figure 3: Exosomal secretion is regulated by calcium

A. Cortical neurons were incubated for 5 minutes antiwl medium (containing 5mM potassium) or in Frasedium
containing 2M lonomycin. Exosomes released during the 5 minewmelleted and analysed by western-blot using anti-
Flotillin, Alix and L1 antibodies (TCL: Total celysates)

B. Flotillin, Alix and L1 signals intensity were onotfied by densitometry (Wilcoxon test, * : 0.01<@85, **
0.001<p<0.01).

C. Hippocampal neurons were incubated for 5 minutesoimtrol medium (containing 5mM potassium) or iesft medium
containing 2M lonomycin. Exosomes released during the 5 minewsglleted and analysed by western-blot using anti-
Flotillin and anti-Alix antibodies (TCL: Total celysates)

D. Cortical neurons were incubated for 5 minutesrgsii medium containingu® lonomycin, with or without pre-
incubating 15 minutes with 5 BAPTA-AM. Exosomes released during the 5 min weeteted and analysed by western-
blot using anti-Flotillin and anti-Alix and L1 abibdies.

E. Flotillin, Alix and L1 signals intensity were qudfied by densitometry (Wilcoxon test, * : 0.01<p&6, **
0.001<p<0.01).
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Figure 4. Packets of exosomes are released by codali neurons in culture.

A. Electron microscopy of 8 DIV cortical neuronsadulture shows extracellular packets of
vesicles having the size and shape of MVB intrahahvesicles

which are loosly associated with the plasma mengran

B. The same kind of pictures can be seen in 15 DiWures of cortical neurons. (Bar:
500nm).

C. Figure of exocytosisvhich could represent fusion of MVB leading to thedease of
exosomes.
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Figure 5. GFP-TTC is secreted in association with neuronal @somes

A. Cortical neurons were incubated 1h at 37°C witflPETC or GFP (36nM), before extensive washing.
Exosomes secreted for 5 minutes were pelleted bidl@entrifugation and analysed by western blatgisinti
GFP and anti flotillin antibodies.

B. Cortical neurons were incubated 1h with GFP-TTxemsively washed and incubated 2h in K25 medium.
Exosomes were pelleted and purified on sucroseitgegsadient. Fractions were collected and analylsgd
western blot using anti GFP and anti Flotillin aotlies.

C. Cortical neurons in culture were incubated owgrhiwith GFP-TTC washed extensively and processed f
cryosections. GFP was detected using an anti-GHparein A coupled to gold bead.

D. Cortical neurons pre-incubated 1h with GFP-TTCQenfexed and labelled with GFP antibodies and Rnofe
coupled to gold before inclusion. Sections wergpared and examined by EMrrows show GFP labelling on
exosomes closed to plasma membrane (bar: 500nm).
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Figure 6. Exosomal release is regulated by glutamatgic synaptic activity.

A. Exosomes from 15DIV cortical neurons were harndshgring 10 minutes incubation in K5 mediumu#0
bicucullin, 20@M CNQX or IuM MK801 were added during the indicated times ofvbat. Exosomes were
pelleted at 100 000g and analysed by western Biagwanti Flotillin, L1 and Alix antibodies.

B. Flotillin, L1 and Alix immunoreactivities were qutiied (ANOVA test followed by Neuman Keuls postéo
comparisons, * : 0.01<p<0.05, ** 0.001<p<0.01).

C. Exosomes were harvested during 10, 30 and 120 mom 15DIV cortical neurons cultured in K5 medium.
40uM picrotoxin was added during the indicated timésharvest. Exosomes were pelleted at 100 000g and
analysed by western blot using anti Flotillin andii®2 antibodies.
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Article 2: La sécretion des exosomes par les neures matures en culture est
régulée par l'activité synaptique glutamatergique

En 2006, nous avons montré que les neurones aoxtea développement (8 jours en
culture) sécretent des exosomes. Les exosomes naewrocontiennent des marqueurs
exosomaux classiques, comme Alix, la flotilline tg101, mais aussi des protéines
spécifigues comme la molécule d’adhésion neurdnBl€EAM, les sous-unités des récepteurs
AMPA au glutamate GIuR2/3, et la protéine du priemdogene PrPc. Ces résultats ont
suggéré gue les exosomes pourraient participerpdyaiologie normale de la synapse, en
échangeant des récepteurs aux neurotransmettdrgssgnapses, mais aussi a la propagation
de protéines pathogenes a travers le systéme mefans ce nouveau travail, nous montrons
que des neurones corticaux matures (15 jours dereplet des neurones d’hippocampe
matures (21 jours en culture), sécretent des exesolra sécrétion des exosomes par les
neurones matures est directement régulée par uméeetle C&, et par I'activation des
récepteurs AMPA et NMDA synaptiques. De plus, nausns constaté que la partie C-
terminale de la toxine du tétanos est sécrétédepareurones en culture en association avec
les exosomes.

Résultats

1. La régulation de la sécrétion des exosomes par lasurones matures est régulée

par le calcium intracellulaire

Dans un premier temps, nous avons montré que desomes corticaux matures
(15DIV) en culture sécréetent des exosomes. Comme havions fait précédemment (Fauré
et al, 2006), les neurones ont été incubés pergtadans un milieu dépolarisant (K25), afin
d’augmenter I'activité neuronale. Les exosomeseamduite été purifiés sur gradient continu
de sucrose, et 'immunodétection en western-blecdianti-flotilline montre la présence de
vésicules flottant a une densité comprise entr® £101.15 g/ml, marquées également par
Alix, L1 et GluR2/3 (fig. 1). L'augmentation du sigl flotilline par rapport a un gradient
réalisé a partir d'exosomes de neurones incubé&n3K5 (milieu non dépolarisant) montre
gue la dépolarisation membranaire augmente la ts@trdes exosomes, comme ce qui avait

été montré pour les neurones en développement (8DIV
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Dans le but de regarder la régulation de I'étafgeipe de fusion des MVB avec la
membrane plasmique, nous avons décidé de rédutesrips de récolte des exosomes a 5
minutes. Nous avons dans un premier temps obsanvénieroscopie électronique les
vésicules récoltées dans un culot 100 000g obtprasaine incubation de 5 minutes dans le
milieu K5. La préparation montre la présence decuéss ayant la taille et la forme des
exosomes (fig. 2a), pouvant étre marquées en imgultdicavec un anti-L1 (fig. 2b) et un
anti-GIluR2 (fig. 2c).

Nous avons trouvé qu’'une augmentation du calcininacellulaire par incubation des
neurones avecu® de ionomycine augmente significativement la s@onédes exosomes
(fig. 3a et b). La pré-incubation des neurones pahd5 minutes avec le BAPTA-AM qui
chélate le calcium intracellulaire annule I'augnagtion induite par la ionomycine, confirmant
que c’est bien une augmentation de la concentragioncalcium intracellulaire qui est

responsable de I'accroissement de la fusion des ¥ la membrane plasmique.

2. Figures de sécrétion d’exosomes dans les culturegirpaires de neurones

corticaux

Des observations en microscopie électronique derresl de neurones corticaux a 8 et 15
DIV ont montré la présence de paquets d’exosomess&s a la membrane plasmique (fig. 4a
et b). Dans certains cas, nous avons pu faire divasion de la fusion d’endosomes
multivésiculaires avec la membrane plasmique &aj.

Dans le but de prouver que les exosomes analysésndes expériences proviennent bien
de compartiments endosomaux neuronaux, nous aviiieg la partie C-terminal de la toxine
du tétanos (TTC) couplée a la GFP (GFP-TTC). Cpttd#éine a la capacité de se lier
spécifiguement aux neurones, et des études ontrénsoibh endocytose et son transport dans
les neurones, de facon similaire a la toxine emt{@ohen et al, 1996). Les neurones ont été
pré-incubés une heure avec la GFP-TTC ou la GFBRB, Ips exosomes récoltés pendant 5
minutes ont été analysés en western-blot avec thG&i®. La figure 5a montre que la GFP-
TTC est présente dans le culot 100 000g, tandislgueFP ne l'est pas. Les exosomes
récoltés ont ensuite été séparés sur gradientaessu La détection de la GFP en western-
blot montre que la GFP-TTC flotte a une densitd.d@g/ml, dans les mémes fractions que la
flotilline (fig. 5b). Ces analyses montrent queG&P-TTC est sécrétée par les neurones en
association avec les exosomes. Des analyses emicyascopie ont confirmeé la présence de
la GFP-TTC sur les ILV a l'intérieur des endosonmesltivésiculaires, ainsi que sur les

paquets d’'exosomes apposés a la membrane plasngse.résultats montrent que les
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paquets de vésicules observés contre la membraseigjue dans les cultures proviennent
bien de compartiments endosomaux neuronaux. liségalement la premiére démonstration
gu’une protéine connue pour se propager dans teragsnerveux entre les neurones par voie

trans-synaptique est associée aux exosomes.

3. La sécrétion des exosomes est régulée par I'act&isynaptique glutamatergique

Les neurones corticaux ont été incubés pendamhib@tes avec la bicuculline, un
inhibiteur des récepteurs GABAergiques, afin d'aegter [lactivite des synapses
glutamatergigues. Comme montré sur la figure 6t (@), eune augmentation drastique de la
sécrétion exosomale est observable aprés 10 mirditesubation avec la bicuculline.
L’addition de CNQX, inhibiteur des récepteurs AMPAyY de MK801, qui inhibe les
récepteurs NMDA, réduit significativement la séungét exosomale en présence de
bicuculline. Ces résultats montrent qu’il existee uggulation de la sécrétion exosomale par
les récepteurs AMPA et NMDA synaptiques. Nous aombins ces résultats par incubation
des neurones corticaux avec la picrotoxine, ureaantribiteur des récepteurs GABAergiques.
Nous constatons sur la figure 6¢ que la sécrétotadsous-unité GluR2 des récepteurs au

glutamate est également régulée par I'activité giygae glutamatergique.

Conclusion

Ce travail montre que les neurones corticaux reatsécretent des exosomes ayant
une taille et une forme similaire aux exosomes &ésr par les neurones corticaux en
développement. lls contiennent les marqueurs exasrrAlix et flotilline, ainsi que la sous-
unité GIuR2 des récepteurs au glutamate, et la2m®td’adhésion neuronale L1. La fusion
des endosomes multivésiculaires avec la membrasempue dans les neurones matures est
régulée par la concentration en calcium intracaital L'activité synaptique glutamatergique
augmente également drastiguement la quantité ddexes sécrétés en 10 minutes. Nous
avons fait 'observation de figures de fusion d'esoimes multivésiculaires avec la membrane
plasmique en microscopie €électronique. La détedmha protéine de fusion GFP-TTC dans
les exosomes et sur ces figures d’exocytose mbidrequ’il s’agit de vésicules provenant de
compartiments endosomaux neuronaux.

Ces expériences montrent que la sécrétion desomwess par les neurones est

augmentée par l'activité synaptique glutamatergide plus, nous faisons pour la premiére

111



Résultats

fois la démonstration qu’une protéine connue porg @ansférée trans-synaptiquement entre

les neuroneB vivo est sécrétée par voie exosomale.
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supplémentaires
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l. Neurones

1. Caractérisation des exosomes par spectroscopie arméation de fluorescence
(FCS)

(Collaboration avec Alexei Grichin, Institut AlbéBbnniot)

Une partie de ma thése a été consacrée a la qoatmii des exosomes neuronaux
obtenus aprées différentes stimulations appliquées eultures. Afin de quantifier les
exosomes sécrétés par les neurones, nous avorwdli@sté la méthode du Bradford. Les
résultats sont les suivants : 6.Ieurones sécrétent pendant 3h en K25 envigan de
protéines, soit 0,02pg de protéines par neuronecdamparaison, des quantifications ont été
réalisées de la méme facon avec la lignée BHK.dedlsles sont placées 3h dans un milieu
frais sans sérum. 12. 1@ellules sécrétent 1,4§ de protéines totales, soit 0,01pg de
protéines par cellule. Mais cette méthode restaffisamment sensible lorsqu'’il s’agit de
détecter des exosomes sécrétés pendant 5 minutes.

La FCS mesure le degré de corrélation des photams par I'échantillon. Plus la
corrélation entre deux photons est grande, plusois proches dans I'échantillon, donc portés
par la méme particule en solution. De plus, entfoncdu temps de diffusion des photons
corrélés dans le détecteur, on peut avoir unededda taille des particules, et ainsi déterminer
s'il existe plusieurs populations, et en quellespprtions. En 2006, Takamori et al ont
caractérisé par FCS des vésicules synaptiquesigasifa partir de cerveaux de rat. En
utilisant le colorant lipidigue FM 1-43flgorescent molecule|nvitrogen), qui devient
fluorescent lorsqu’il s'insere dans une bicouclpidigue (excitation & 479nm, émission a
598nm), les auteurs ont pu déterminer la taill@uantité, le volume des vésicules, ainsi que

la masse de lipides et de protéines par particule.

Nous avons regardé si cette technique pouvaita@peopriée pour la caractérisation des
exosomes neuronaux. En outre, cette technique peaihede quantifier précisément les
exosomes, par rapport au western-blot avec legow$ suivons seulement la sécrétion de
marqueurs protéiques. Des neurones corticaux énhétbés pendant 5 minutes a 37°C dans
le milieu K5. Les exosomes sécrétés ont été culait00 000g, repris dans du PBS et placés
a 4°C avec IM de FM1-43. Avec une puissance de laser a 2%egeé$sgais ont révélé la
présence d'une population de vésicules d'un diamgtoyen de 87nm. En revanche, le
nombre de particules n'a pas pu étre évalué avetigmon. Le principal probleme rencontré

lors de ces expériences a été l'agrégation desomess qui génére d'énormes pics de
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fluorescence biaisant ainsi les résultats. Cesgatgéd’exosomes ont d'ailleurs été observés
en microscopie électronique sur culot 100 000gp@éleme n'est que Iégérement atténué en
filtrant I'échantillon juste avant I'expérimentaticen FCS. Une idée que nous n’avons pas
encore testée serait de reprendre les exosomesidangieu sans calcium, afin de limiter les
interactions protéiques qui pourraient étré*@ipendantes entre exosomes.

Un autre probleme rencontré a été que le nomhaéde photons émis n’a pas atteint
de plateau au bout de 40 minutes, reflétant queMel-43 continue de s’insérer dans les
membranes. Ces résultats sont étonnants, compiedemnpropriétés de la molécule, et par
rapport aux travaux de Takamori, qui mesurait lebréscence émise au bout de quelques
secondes aprés l'ajout des vésicules sur le cdldigidique. La figure 2B de son article
montre que la fluorescence émise est stable dar@0l@remieres secondes de mesure. Dans
nos expériences, cette augmentation du nombre dp @ohotons) par seconde fausse
I'évaluation de la quantité de particules. Ce peob# pourrait peut-étre se corriger en
augmentant la concentration du colorant lipidicafey de saturer plus rapidement les lipides
et donc d’atteindre plus rapidement un plateadwdwdscence. Il se pourrait également que la
nature des lipides présents dans la bicouche exaspnche en phospholipides saturés et en
cholestérol, joue un role dans le ralentissemant|'shsertion du colorant dans les
membranes.

Enfin, cette étude a été freinée par la raretéédeésements de corrélation. Il serait
nécessaire d’augmenter considérablement la quad#éosomes dans I'échantillon afin
d’obtenir des mesures plus fiables. Cette étudi rdsnc inappropriée pour les exosomes
neuronaux, compte-tenu de la faible quantité deules sécrétées.

2. Fusion des endosomes multivésiculaires avec la merabe plasmique

a) Essaisin situ
(Collaboration avec Karin Pernet-Gallay, équipe@N)

Nous avons voulu savoir si la fusion des endosomegdtivésiculaires avec la
membrane plasmique se produitvivo. Il est intéressant de noter que jusqu’a présecure
des études suggérant la présence d’exosomes ddaamzdluides biologiqgues ne montre
d’'image de la fusion de compartiments endosomauikivésiculaires avec la membrane des
cellulesin situ.

Notre premiére approche a été de récupérer 'hguppe contro-latéral de cerveaux

de souris stimulés avec 20mM de kainate pendaniC2k. stimulations sont réalisées par
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I'équipe d’Antoine Depaulis au GIN. Le kainate estagoniste des récepteurs au glutamate
qui provoque une activation de I'hippocampe du citéulé, mais aussi de I'hippocampe
contro-latéral. Aprés stimulation, 'hippocampe iestnédiatement fixé dans un mélange PFA
2%-glutaraldéhyde 0,2%, puis préparé pour la meop® électronique. D’autre part, en
collaboration avec Mireille Albrieux de I'équipe Hd GIN, nous avons stimulé des tranches
de cerveau prélevé chez le jeune rat (P16), pav4de bicuculline ou 100M d’AMPA, afin
augmenter l'activité glutamatergique. Les trancbesensuite été immédiatement fixées par
le mélange PFA-glutaraldéhyde, puis I'hippocampedésoupé et la partie CAdstpréparée

pour la microscopie électronique.

Nous n'avons pas observé de grappes d’exosomesectantmembrane plasmique
comme ce que nous avions détecté dans les cufitineaires. Ceci pourrait s’expliquer par la
proximité des cellules dans un tissu par rapportcaltures primaires. Les exosomes une fois
libérés peuvent étre repris immédiatement par &ules environnantes, au contraire des
cultures ou il existe un plus grand espace intede#le. Cependant, nous avons trouvé
quelques MVB semblant fusionner avec la membraasnplgue. Au niveau de la zone de
fusion, un « halot » gris est trés nettement wsilite halot est également présent dans les
cultures primaires de neurones corticaux (figet)pourrait correspondre au contenu luménal

de I'endosome qui se dissipe dans le milieu extikdaee.

b) Localisation de I'exocytose des MVB

A la suite de différentes observations a la foissdées cultures primaires, et les
tranches, nous remarquons que les figures d’exseytapparaissent au niveau de
I'arborisation dendritique et du corps cellulaifdous avons montré qu’il existe une
régulation de la fusion des MVB avec la membraresmpique par l'activité synaptique
glutamatergique. Le fait que nous observions I&néments de fusion dans les parties post-
synaptiques pourrait refléter une régulation dexipndé : I'activation des récepteurs au
glutamate post-synaptiques induit une entrée o€ ©aalement, qui induit la fusion de
I'endosome multivésiculaire immédiatement sous+Hace

Dans les tranches de cerveau stimulées a la blme&uhous avons remarqué de
nombreux MVB présents immédiatement sous la depsisé-synaptique (fig. 2). Ceci peut
suggérer que la stimulation des récepteurs aurgat@provoque un recrutement a la synapse
des MVB normalement présents dans le tronc deqdetiaboutissant ensuite a la fusion des

MVB dans I'épine. Ce recrutement pourrait éventraint fournir la synapse en matériel
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protéique et lipidigue, comme c’est le cas lordadfusion des endosomes de recyclage avec
la surface de I'épine. Le recrutement des MBV atéiieur de I'épine a été montré dans les
motoneurones du nerf hypoglosse. Le BDNFain derived neurotrophic factpou le GDNF
(glial derived neurotrophic factgrinjectés au niveau de la langue chez un rat, sont
spécifiquement transportés rétrogradement dansvteses du nerf hypoglosse jusqu’aux
dendrites, en association avec la membrane lineitdas MVB (Rind et al, 2005). Ces MVB

se retrouvent ensuite a I'intérieur des épineppatraient participer a la plasticité synaptique.

3. Passage des exosomes entre neurones
a) Fixation des exosomes en surface

Dans les cultures corticales a 15 DIV, nous avaitsI'bbservation, en microscopie
électronique, de vésicules de taille homogéne wifen 70nm, fixés en chapelets a la surface
des cellules (fig. 3). La présence dans la fig@@edexosomes fixés a la surface d’'un élément
pré-synaptique (on apercoit trés nettement lescukes synaptique et la densité post-
synaptique sur la figure) suggére que les exosamiels capacité de se fixer aux neurones, et
que cela peut se produire a proximité des synapdas la possibilité d’'une fixation en

surface des cellules gliales n’est pas exclue.

b) Internalisation des exosomes par les neurones
Dans les cultures corticales observées au micresapctronique, nous avons
également observé des microvésicules d’environrb(pris dans des puits de clathrine (fig.
4), ce qui suggere que les exosomes pourraiene@ttecytés dans les cultures primaires. La
présence comme sur la figure 4b d’'une synapse xinpité montre que les neurones sont
capables de réaliser cette endocytose. Des expésecomplémentaires sont a présent
nécessaires pour vérifier qu’il s’agit bien d’exoss, en marquant les préparations avec par

exemple un anti-CD63.

Au cours de ma thése, nous avons également abpmiébdleme du transfert d’exosomes
entre neurones par une approche en microscopimieficence. Diverses protéines de fusion
ont été construites, constituées d’'un marqueura@rakcouplé a une protéine fluorescente.
Cette protéine est ensuite transfectée dans lemmes) pour nous permettre de suivre les
exosomes et de regarder s’il existe un passags-t@uronal de la fluorescence. Nous avons
fait le choix de co-cultiver deux populations deirmmes, une transfectée (AMAXA) avec le

marqueur exosomal fluorescent, l'autre avec la mRRéhomeric Red Fluorescent Protgin
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un variant de la RFP qui a moins tendance a s'oigser que la RFP, et qui posséde un pic
d’émission (605nm) bien distinct de celui des pras fluorescentes couplées aux marqueurs
exosomaux (GFP ou YFP Venus), ceci dans le buedagitre une distinction optimale des
deux signaux. L'objectif de la co-culture est qae heurones « verts » et « rouges » soient
connectés par des synapses, afin de regardeistinaunlant I'activité neuronale, des points de
fluorescence verte (exosomes) passent dans leonesumarqués en rouge, la mRFP
permettant de délimiter les contours d’'un neurastentiellement « receveur ».

Nous nous sommes d’abord intéressés au marquewworaab Alix. Lorsqu’Alix est
surexprimée dans une culture de neurones grarsildirecervelet, les neurones meurent par
apoptose (Trioulier et al, 2004). Cependant, ladiection de mutants d’Alix, comme Alix
AAlg2 (delété de son site d’'interaction a la prodéAlg2 (Apoptosis linked gene))2 Alix
Cter (délété de sa partie N-terminale) ou Alix Nlété de sa partie C-terminale), n’induit
pas la mort des neurones. Nous avons donc danseomep temps testé si ces mutants d’Alix
exprimés dans des lignées cellulaires sont sécdatés les exosomes. Nous avons constaté
gu’Alix Nter et Alix AAIg2 sont sécréetées dans les exosomes des BHKistgan@hlix Cter
ne I'est pas. Ceci pourrait s’expliquer par le fgile cette derniére construction forme des
vacuoles dans la cellule qui retiennent la proté&aas le cytoplasme, et 'empécheraient
d’étre envoyée dans les ILV.

Nous avons construit la protéine de fusion AKlg2 couplée en N-terminal a la protéine
Venus. Venus est un variant de la YRRel{ow Fluorescent Protejrgui est résistant aux pH
plus acides, et qui blanchit moins que la YFP néemdous avons sous cloné la construction
Alix AAlg2 dans le vecteur pCS2 qui contient la séqueogdante pour Venus. La
construction a ensuite été transfectée dans des, BifiK de tester sa sortie dans les
exosomes. En paralléle, nous avons égalementlgestrétion exosomale des protéines de
fusion GFP-CD63Green Fluorescent proteinet GFP-AlixNter, dont les constructions ont
été réalisées par Anne-Laure Mahul-Mellier anciedoetorante du laboratoire. Nous avons
constaté que la protéine GFP-CD63 est particuliergranrichie dans les exosomes. Venus-
Alix AAlg2 et GFP-Alix Nter sont également retrouvéessdenculot 100 000g, indiquant

aussi une secretion par voie exosomale de cespietéines de fusion.

Afin de suivre le passage des exosomes « fluoreseeentre neurones, nous avons
transfecté une population de neurones avec legroatisns précédentes, et une autre partie
avec la mRFP. Les deux populations de neurones exmuite ensemencees et cultivees

ensemble. Venus-AlixAAlg2 montre un marquage cytosolique, tandis que -GBB3
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apparait localisée dans des compartiments inttdaetls regroupés essentiellement autour du
noyau pour les plus gros, et également semés dansidurites. Le principal probléme
rencontré dans ces expeériences est I'oligomérisati® la mRFP, qui rend incertaine la
délimitation des prolongements et donc impossil@ealyse de la présence des exosomes
marqués en vert dans ces prolongements. La mRF&applonc inappropriée pour nous
permettre de détecter le passage d’exosomes estnelirones.

Outre le probleme de I'agrégation de la mRFP, rauems remarqué beaucoup de débris
neuronaux autour des neurones transfectés. Ceis,dgbr sont fluorescents, correspondent
sans aucun doute a des neurones morts aprés ttasf@our nous affranchir de ces débris,
nous avons en parallele construit la protéine défuAlix Nter-EOS FP. EOS FP est une
protéine fluorescente photoactivable (égalementléepPAFP photoactivable fluorescent
protein). La protéine a une longueur d’onde d’émissio®dt@nm (vert). Elle peut étre activée
par un faisceau a 390nm qui provoque une conveid®ra protéine qui émet ensuite de
facon irréversible a 581nm (rouge). La protéine EEFS s’assemble en tétramere, c'est
pourquoi nous avons utilisé le variant mMEOS FP,rgsie monomeérique. Nous avons Vvérifié
gu’apres transfection dans une lignée cellulaiettecprotéine est sécrétée par les exosomes.
Exprimée dans les cultures primaires de neurorette protéine nous permettra de suivre la

fluorescence qui proviendra précisément de I'enghodtoactivé.

Afin d’augmenter la concentration en exosomesreti améliorer nos chances de voir
leur endocytose par les neurones, nous avons foiteavaillé avec des exosomes sécrétés
par des cellules BHK, transfectées ou non avead&ime d’adhésion neuronale L1-CAM.
Cette construction, transfectée dans les celluldK,Best sécrétée dans les exosomes (non
montré). Les cellules BHK ont été marquées aveRKEI67 (Sigma, Morelli et al, 2004). Ce
colorant lipidique devient fluorescent lorsqu’iltemséeré dans une bicouche lipidique
(excitation a 490nm et émission a 504m). Les exesosgcrétés pendant une nuit ont été
poolés, et incubés 30 minutes a 37°C sur des nesiroorticaux a 15DIV. Les cellules sont
ensuite fixées et observées au microscope a fleemes. De nombreux points verts sont
visibles sur les neurones. La présence de L1-CAMenmeble pas augmenter ce marquage par
rapport au contrdle. Ces résultats suggéerent gaeeimsomes des cellules BHK sont
susceptibles de se fixer sur les neurones cortieawulture, indépendamment de la présence
de la protéine d’adhésion neuronale L1-CAM.

Ces expériences sont aujourd’hui poursuivies pahiidie Chivet, étudiante qui débute sa

thése au laboratoire. Mathilde teste a présentieptose d’exosomes de cellules N2a (lignée
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de neuroblastome de souris) surexprimant la pretddD63-GFP, par des neurones
hippocampiques marqués cette fois avec la protéw@&herry, qui semble donner un

marquage rouge parfaitement soluble dans le cytosol

II. Sécrétion de 'APP et de ses fragments dans les sgmes

Takahashi et al, en 2002, ont montré que le pejth2 est localisé au niveau des
endosomes multivésiculaires dans les neurones hifgoéicampe des souris transgéniques
APP swedish De plus, Vetrievel en 2004 découvre la préseredad-sécrétase dans les
endosomes. Ces observations nous ont conduits #rénfibypothése que les exosomes
pourraient avoir un role dans la sécrétion du pepéimyloide chez les patients Alzheimer.
Pour tester cette hypothése, nous avons utilidgrigée cellulaire BHK dans laquelle nous

avons surexprimé transitoirement 'APP et certdi@ses mutants.

1. Les BHK sécretent des exosomes

Des exosomes sécrétés par des BHK pendant une somt purifiés par
ultracentrifugation a 100 000g. Le culot obtenureptis dans du sucrose 0,211M, et déposé a
la surface d’'un gradient discontinu 0,632M — 1,373\res centrifugation, les protéines de
chaque fraction sont précipitées et analysées enl\&Bepartition des marqueurs exosomaux
Alix et Tsg101 montre que des exosomes sont corgeat 'interface des deux coussins de
sucrose (fig. 5). Nous vérifions par cette méthage les cellules BHK sécrétent des

exosomes.

2. Sécrétion de I'APP et de ses fragments C-terminaux

Des cellules BHK ont été transfectées avec I'APBvage (wt). Les exosomes
sécrétés pendant une nuit ont été récoltés paultnaeentrifugation a 100 000g, puis séparés
sur gradient discontinu de sucrose 20-40%. Ledidras des gradients ont été analysées en
WAB, en utilisant un anticorps dirigé contre laiflate, pour vérifier la présence des exosomes
a l'interface, et un anticorps dirigé contre lat@aiC-terminale de 'APP. Cet anticorps
reconnait I'APP entier, et ses fragments C-termin@@iTF, C-terminal fragmenfs comme
C99, issu des clivages parfleet lay-sécrétases, et C83, obtenu aprés clivage pat lfay-
sécrétases (fig. 6). Dans un lysat de BHK surexgminte fragment C99, I'anticorps reconnait

deux bandes semblent étre C99 pour la plus hauté8® pour la plus basse, qui serait le
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résultat du clivage du C99 surexprimé pan l-sécrétase (fig. 7a). La figure montre que
I’APP entier colocalise dans le gradient avec lequage flotilline a I'interface 20-40%. De
plus, on retrouve aussi a l'interface deux fragrmepuii correspondent a ceux observés dans le
lysat de BHK surexprimant C99. On peut donc comclgue 'APP et ses fragments C-
terminaux C99 et probablement C83 sont sécrétés lgmrexosomes dans des BHK
surexprimant '’APP sauvage. La publication de Vidgux et al en 2007 montre la présence
de I'APP et de ses fragments C-terminaux dans &8 Mt les exosomes d’une lignée de
neuroblastome. L’interprétation des résultats dastte publication est compliquée par le fait
gu’ils ont en parallele bloqué I'acidification demdosomes par la bafilomycine, ce qui
empéche la dégradation des protéines par les Iagd®l acides des lysosomes. Nos
expériences, qui ont été faites en absence deotvgftine, démontrent que la sécrétion de
I'APP et des CTF dans les exosomes est une étapeelt@ au trafic de 'APP. De plus, nous
avons également récolté les exosomes sécrétéeparedrones corticaux en culture, et nous
les avons séparés sur gradient continu de sugraseanalysés en western-blot. La détection
avec l'anticorps anti-APP C-terminal et l'anti-ilbhe révele que I'APP entier et des
fragments C-terminaux sont sécrétés par les nesiroriéicaux primaires en association avec
les exosomes (fig. 8).

Dans les BHK surexprimant I'APP entier, on remargue le fragment C83 est
retrouvé dans le lysat en quantité a peu prés algumte a ce que I'on détecte dans les
exosomes, tandis que C99 est lui, tres enrichi demsexosomes. Cela suggéere que, a la
différence de C83, la trés grande majorité de C89deigée vers la voie exosomale. C99
étant le fragment a I'origine de IfA sa production dans les endosomes et sa sécpatidas
exosomes suggerent que les exosomes jouent udadtela production et/ou la sécrétion du
peptide amyloide.

La sécrétion du fragment C99 dans les exosomeslpagestion d’'une synthese A
exosomale. Lorsque I'on omet les inhibiteurs dagases dans le tampon servant a reprendre
les exosomes avant de les séparer sur gradienuatess, le fragment APP disparait de
I'interface, tandis qu’un fragment soluble de &ilégerement inférieure apparait a la surface
du gradient. Ce fragment étant reconnu par I'anpe®E10 (non montré), dirigé contre les
acides aminés 1 a 17 de PAon peut conclure que le fragment soluble estAlRPs. Ces
résultats suggérent la présence de-$&crétase dans les exosomes des cellules BHHKtatésu
qui a été confirmé en 2006 par Stoeck et al damsauwtre lignée épithéliale. Quant a la
présence de lasécrétase, les essais réalisés en western-blotgchercher la présénilline-1

ont été négatifs dans nos mains. En revanche, @8, Zharples et al ont montré que les
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présénillines-1 et 2 sont présentes dans les exasdans la lignée CHO surexprimant 'APP
swedish ainsi que Ig-sécrétase BACE-1. Il y a donc fort a parier gesilste une production

d’AB a partir du fragment C99 sécrété par la voie exage.

3. Les mutations swedish et london altérent la sécrét de I'APP et des CTF
dans les exosomes

L’APP swedishest un mutant pathogene de 'APP, qui porte lesatimuts K670N et
M671L. Ces acides aminés sont situés juste en adwsite de clivage par [asécrétase, et
leur mutation favorise l'action de I'enzyme et laoguction d’A3. L'APPswe a été
surexprimé dans des cellules BHK. Les exosomegtgicpendant une nuit sont récoltés et
sépareés sur gradient discontinu de sucrose. Leiding du gradient sont ensuite analysées en
WB avec l'anti-APP C-terminal et I'anti-Flotillin€fig. 7b). On constate que 'APPswe entier
et ses fragments C-terminaux ne sont pratiquemkerst gecrétés dans les exosomes. Ces
résultats montrent que la mutatiswedishaltere la sécrétion de I'APP et des CTF dans les
exosomes. Nous les avons reproduits dans d’auxgiriences réalisées cette fois a partir
d’exosomes récoltés par ultracentrifugation a 1@@yY sans fractionnement supplémentaire
sur gradient. Nous avons en paralléle évalué lepootement du mutambndonde I'APP, qui
porte une double mutation 1716V V7171 (fig. 7c). ©onstate que dans le cas du mutant
london I'’APP entier, C99 et C83 sont visibles, mais eargité nettement plus faible qu'avec
la protéine sauvage. Dans le cas de 'APPswe, aetneuve toujours aucune forme dans le
culot 100 000g, alors que le marquage flotillinmdégne de la présence des exosomes.

Ces expériences montrent que par rapport a laef@sauvage, les deux mutations
réduisent la sécrétion exosomale de 'APP entiaussi des CTF. On sait que la présence de
la mutationswedishinduit une augmentation de la production @’'£Citron et al, 1992).
L’absence des fragments C-terminaux dans les exesdons d’'une surexpression d’APPswe
peut étre le reflet de cette augmentation du cévag peptide amyloide. Thinakaran et al en
1996, ont montré que I'APPswe est clivé pafisécrétase au niveau du Golgi, tandis que
'APPwt est envoyé a la membrane plasmique avaétral protéolysé dans la voie
endocytaire. Ces résultats, en corrélation avendé®s, suggerent un trafic différent entre la
forme sauvage ou mutée de I'APP.

Les expériences qui ont montré la présence dedtades dans les exosomes suggéerent
également qu’il puisse exister au niveau des exesam clivage plus efficace de I'APP en
AP lorsqu’il est muté, rendant la détection de larferentiere et des fragments intermédiaires
(C99 et C83) plus difficile.
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4. L'inhibition de la y-sécrétase augmente la sécrétion des CTF issus PP

swedish

Afin de tester si 'augmentation du clivage de IP®ve en B est responsable de la
diminution de sécrétion exosomale de la forme ent& des CTF, 'APPswedisha été
surexprimé dans les cellules BHK, puis les exososéesétés pendant une nuit en présence
ou en absence dun inhibiteur de lasécrétase, le S2188, ont été récoltés par
ultracentrifugation puis analysés en western-tiot. guise de contréle, des BHK ont été
transfectées avec 'APP sauvage et les exosomekégont été déposés en parallele. Sur la
figure 9a, on voit que l'inhibition de lg-sécrétase restaure une partie de la sécrétion des
fragments C-terminaux a partir de I'ARBRedish

D’autre part, nous avons également co-transfe@®R’ sauvage avec le mutant
A285V de la préséniline 1 (PS-1), impliqué dans doeme familiale de la maladie
d’Alzheimer. Cette forme mutante de présenilineuihdine augmentation de la production
d’AB dans une lignée cellulaire (HEKuman embryonic kidngyqui exprime 'APPswe
(Page et al, 2008). L'analyse en western-blot des@mnes récoltés montre une diminution de
la sécrétion des CTF (fig. 9b).

Ces résultats montrent que la sécrétion des CT§& ldarexosomes est directement liée
au clivage de lg-sécrétase. Les mutants de I'ABRedishet london qui sont & l'origine
d’une plus forte production d8 sont d’avantage clivés par et Aue '’APP sauvage. Leurs
fragments C-terminaux, qui sont donc plus rapidemegtabolisés en amyloide, sont moins
retrouvés dans les exosomes. De méme, 'APP sawagmsfecté avec la PS-1 mutée serait
plus clivé en B, ce qui se traduit par une diminution de la sémnétle ses CTF dans les

exosomes.

Pour voir si la diminution de la sécrétion des QJHRAS les exosomes en présence de la
mutation swedishest corrélée avec une augmentation de la sécréfidfi, nous avons
surexprimé I'APP wt, swe, ou un plasmide contrédmslles BHK. Les exosomes Sécrétés
pendant une nuit ont été récoltés par ultraceg@ifon. Les protéines solubles contenues
dans le surnageant de la centrifugation ont étéigitées. Le culot 100 000g ainsi que les
protéines solubles contenues dans le surnageanéténtiéposées sur une membrane de

nitrocellulose pour étre analysés en dot-blot ave@nticorps anti-f42. En parallele, une
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gamme de peptides synthétiqueB4B et 42 a été déposée, ainsi que des échantilesis
lysats cellulaires (fig. 10). On constate queplR est sécrété par les BHK qui surexpriment
'APP, et que la mutation swe augmente cette Séaréte peptide est présent dans le
surnageant de la centrifugation a 100 000g, massdaas le culot, ce qui montre qu'il est
sécrété sous forme soluble, non associé aux exsso@eite observation peut étre en
corrélation avec les travaux de Rajendran et @96, qui notent que la présence MR
gu’ils détectent dans les exosomes concerne entode I'AB total.

On remarque que le peptide n’'est pas détectable Wathysat cellulaire dans ces
conditions. En revanche, nous avons été capabkedlantres expériences de le détecter dans
le lysat par immunoprécipitation avec I'anticords16 puis immunodétection par western-
blot avec I'anti- A42.

En conclusion, les fragments C99 et C83 de I'APR sécrétés dans les exosomes, et
les mutationswedishetlondonde I'APP, ou la mutation A285V de la PS-1, diminueette
sécrétion par la voie exosomale. La diminutionadsdcrétion exosomale des CTF a partir de
la protéine APPswe est corrélée avec une augmemtddi la sécrétion du peptidg42 sous
forme soluble dans le surnageant des cellulesebard de la voie exosomale.

Les formes mutées de I'APP ou de la PS-1 induiget® augmentation de la
production d'A42, en parallele dune diminution de la présence filagment
amyloidogénique C99 Nos résultats suggerent quencistions induisent une perturbation
dans le trafic de I'APP, re-dirigeant le peptideytoide vers une autre voie de sécrétion que
la voie exosomale. BACE-1 et les PS-1 et 2 étagggortes dans les exosomes (Sharples et al,
2008), on peut également envisager que le clivagd’APP en A42 ait lieu dans les
exosomes. La présence de la mutatsovedish qui fait que I'APP est plus rapidement
métabolisé en amyloide, affaiblirait ainsi la quiEntd’APP entier et de C99 dans les
exosomes. De méme, la présence d'une présénilinéemdans les exosomes pourrait

diminuer le pool de CTF exosomaux observés a patirAPP sauvage.
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Les neurones sécrétent des exosomes

Découverts il y a environ 25 ans, les exosomesgmtaiu départ vus comme un moyen
pour certaines cellules comme les réticulocyteseddébarrasser de protéines dont elles n'ont
plus besoin. Peu a peu, les exosomes ont révétéétennante capacité a échanger des
protéines, des lipides, mais aussi des ARN, emseckllules. Les exosomes représentent
aujourd’hui une voie majeure de communication cebtulaire. Ce phénomene est
particulierement décrit entre les cellules du sygt@mmunitaire, ou les exosomes permettent
par exemple la mise en route d'une immunité amtietxale.

Les exosomes proviennent de la fusion des endasamétivésiculaires avec la
membrane plasmique. Cet épisode d’exocytose pefaesécrétion dans le milieu
extracellulaire de matériel membranaire spécifigeeinsélectionné au niveau des endosomes.
Les ILV, et donc les exosomes, sont porteuses d&ipes membranaires fonctionnelles
capables d’étre « traitées » dans une cellule técepet ré-exprimées en surface. Les ARNm
contenus dans les exosomes peuvent étre traduits ldacellule réceptrice, qui peut alors

exprimer de nouvelles protéines et ainsi changeps@notype.

Au cours de ma thése, nous avons découvert quelegsnes sécretent des exosomes.
Les exosomes neuronaux rassemblent des caracuéestsimilaires aux exosomes des autres
types cellulaires. Leur taille est comprise enfdee6100nm, leur densité comprise entre 1,12
et 1,14g/ml, et ils renferment des marqueurs exasanslassiques comme Alix, Tsg101 et la
flotilline. Les exosomes neuronaux portent égaleéndes protéines plus spécifiques, comme
la protéine d’adhésion neuronale L1-CAM, et cedairsous-unités des récepteurs au
glutamate comme GIluR1 (non publié), et GIuR2. Latgine PrPc est également présente

dans les exosomes purifiés a partir des cultuiesames de neurones corticaux.

En microscopie électronique, nous avons obserpgdsence de paquets de vésicules
de morphologie comparable a celle des ILV préseni@mss les MVB. La plupart des
évenements de fusion de MVB avec la membrane ptasnse produisent dans les dendrites,
et quelques uns au niveau du corps cellulaireollrfait étre intéressant de regarder si la
qualité des exosomes est la méme en fonction daigdlla cellule d’ou ils émergent. Une
étude de Van Niel et al en 2001 a montré que les@res sécrétés au niveau du pole apical

de cellules épithéliales intestinales ont des taratiques différentes des exosomes émanant
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du pbéle basolatéral : les exosomes apicaux sontopenes tandis que les exosomes
basolatéraux sont plus hétérogénes et s’agrégérg enx. De plus, la régulation de leur
sécrétion est également différente, puisque les@wres du pdle basolatéral sont davantage
sensibles a une sécrétion d’interféerpr(IFNy), cytokine libérée dans I'organisme en cas
d’inflammation. L'IFNy induit une présentation de molécules du CMH Il eouplée a des
peptides antigéniques a la surface basale dedeseipithéliales, qui présentent alors les
antigenes aux lympocytes T. L'IFNbrovoque également une sécrétion d’exosomes aaumiv
de ce méme podle basal, qui portent les molécule€Mti-peptides. Les neurones étant
également des cellules polarisées, il y a une pitissSipour que les exosomes sécrétés au
niveau de l'axone, s'ils existent, soient difféerde ceux sécrétés par le pble somato-

dendritique, et que la régulation de leur sécré&iame également deux voies distinctes.

En 2008, Trajkovic et al ont avancé certaines éwigs montrant que les exosomes
proviendraient d’'un pool de MVB particulier indépgamt de la voie ESCRT. Cette équipe
montre que la génese des exosomes dans lignéeatigacytaire Oli-neu, semble impliquer
la voie de synthese des céramides, car l'utilisatle I'inhibiteur de la sphingomyélinase
neutre GW4869 réduit la quantité d’exosomes séxréi@ déplétion en Tsgl01 du complexe
ESCRT | par siRNA n’a, elle, pas d’effet. Nous avdesté le GW4869 sur les cultures
corticales. Des neurones a 15DIday in vitrg ont été incubés une nuit avecuM de
GW4869. Les analyses en western-blot avec différemarqueurs exosomaux (Alix,
Flotilline) n’ont pas montré une diminution sigeditive de la sécrétion des exosomes pendant
des temps courts (5 minutes). Ces résultats, qus'aecordent pas avec les travaux de
Trajkovic, laissent penser que les voies de géneseexosomes dans les compartiments
endocytaires ne sont pas rigoureusement identiguies les types cellulaires. Une étude en
microscopie €lectronique pourrait étre intéressauter regarder si les MVB contiennent

moins d’'ILV dans les neurones traités au GW4869.

Nous avons également regardé si linhibition dendiocytose dans les cultures
neuronales pouvait affecter la sécrétion exosorhalalynasore est une molécule chimique
qui inhibe significativement toutes les voies d'eagtose dynamine-dépendantes (Macia et
al, 2006). Le dynasore agit en inhibant la fonct®hPase de la dynamine, qui est nécessaire
a la fission entre la vésicule d’endocytose et éanforane plasmique. Macia et al ont montré
que lincubation pendant 30 minutes de cellules &lelvec 8(M de dynasore réduit

significativement I'endocytose des récepteurs tidasferrine, de la toxine du choléra et des
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particules LDL [ow density lipoprotein Nous avons incubé des neurones corticaux en
culture une nuit avec 401 de dynasore. Les exosomes sécrétés pendant Jesiont été
récoltés et comparés aux exosomes secrétés paedesies non traités au dynasore. Aucune
différence significative n’a été constatée avecnesqueurs exosomaux testés (flotilline et
Alix). Ce résultat peut étre expliqué par une conga¢ion des mécanismes d’endocytose par
des mécanismes dynamine-indépendants passantapdied’ GTPases, comme cdc42 ou Arf6é
(Doherty et al, 2009). La physiologie neuronaleosgmt sur la voie endocytaire, on peut
envisager que les neurones possedent des mécanilnesmpensation importants a ce

niveau.

Il. La sécrétion des exosomes neuronaux est réegulée

Dans la deuxieme partie de ma thése, nous avongénque la fusion des MVB avec
la membrane plasmique dans les cultures primaiees@irones est régulée par le*Ca
intracellulaire. En effet, une entrée de’Caprés incubation avec la ionomycine augmente en
5 minutes la sécrétion des exosomes. Cette aughoenpeut Etre annulée si I'on pré-incube
les neurones avec du BAPTA-AM, qui chélate |€*Qatracellulaire. Le temps court de
récolte des exosomes nous assure ici que l'augtimnide sécrétion exosomale est bien le
résultat d'un accroissement de la fréquence deriuses endosomes multivésiculaires avec la
membrane plasmique, et non d’'une augmentation eteldcytose. Nous pouvons émettre
I'hypothése que le Ghintracellulaire intervient dans le fonctionnemeletla machinerie de
fusion des MVB avec la membrane plasmique. La sytagmine est une protéine senseur de
calcium qui régule 'assemblage des complexes SNARE des différents évenements de
fusion se produisant dans la cellule. Il en exwtsieurs isoformes, chacun impliqué dans un
evenement de fusion bien spécifique. Il sera iratispble par la suite de déterminer quelles
SNARE sont recrutés pour la fusion des MVB avemtmbrane plasmiqgue. Savina et al en
2002 ont montré que Rabll intervient probablemamisdle recrutement des SNARE
spécifiques a cette fusion. L’équipe regarde |la&timn exosomale des cellules K562 pendant
24h, ce qui n'assure pas que Rabl1 est directemeiijuée dans la fusion des MVB avec la
membrane plasmique. Rab11 pourrait également enarpar exemple dans la vésiculation
ou le tri des protéines a l'intérieur des endosorivigss cet élément pourrait étre un point de
départ a la découverte des SNARE nécessaireséarétion des exosomes neuronaux, car on
sait que les protéines Rab participent a la foronatle plateformes de recrutement de la

machinerie de fusion membranaire. La v-SNARE Ti-Yamtervient dans la fusion des
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lysosomes avec la membrane plasmique (Rao et @4)2Da t-SNARE syntaxine 13 semble
réguler de son coté la fusion entre les endosomesayclage et la membrane plasmique. Il
pourrait étre intéressant de commencer par tedtaplication éventuelle de ces deux

protéines dans le mécanisme de la fusion entre iMBembrane plasmique.

La ionomycine induit une entrée de’Ca la fois dans les éléments pré- et post-
synaptiques. L’'entrée de calcium pré-synaptiqudedébe une libération de glutamate. Or
I'activation des récepteurs au glutamate induit wegmentation de I'endocytose des
récepteurs AMPA (Ehlers, 2000), et de I'endocytgksbale (résultats non publiés). Cette
augmentation de I'endocytose n'aurait pas le teapsse refléter en extracellulaire en 5
minutes, car d’aprés les données de Ehlers en 280@IuR de surface endocytés ne sont

présents a ce moment la que dans les endosomesgsepas encore dans les MVB.

Nous avons également démontré que l'activité Symag glutamatergique augmente
significativement la sécrétion des exosomes neuwpartan effet, une activation des neurones
glutamatergiques par I'ajout de bicuculline darssdeltures accroit fortement la sécrétion des
marqueurs exosomaux Alix et flotilline. De plus,euaugmentation de la sécrétion de la
protéine d'adhésion L1-CAM nous assure qu’il s’aditen d’exosomes neuronaux.
L’inhibition concomitante des récepteurs NMDA pa MK801 réduit la sécrétion
d’exosomes neuronaux induite par la bicuculline,qceé suggére que l'accroissement de
sécrétion d’exosomes observée avec la bicuculliasse par I'ouverture des récepteurs
NMDA. Dans nos conditions, nous observons égalemant réduction de la sécrétion des
exosomes en présence de bicuculline et d’'un irgubitles récepteurs AMPA, mais il se
pourrait que cette réduction vienne d’une inhiliticoncomitante des NMDAR dans cette
condition. En effet, une inhibition des récepteAfdPA empéche la dépolarisation post-
synaptique nécessaire a I'ouverture des NMDAR és@nce de glutamate.

L'implication des récepteurs synaptiques au glazngdans la sécrétion des exosomes
a egalement été confirmée en utilisant un autréiigur des récepteurs GABAergiques, la

picrotoxine.

Nous pouvons supposer que |€Qgui entre par les récepteurs NMDA peut permettre
'augmentation de la fusion des MVB avec la membratasmique. Nous n’avons pas pu
confirmer cette hypothése dans ces conditions @rpétales puisqu’une chélation du’Ca

en présence de bicuculline annulerait la sortieghlldgamate a la synapse. Nous avons
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également réalisé des expériences en présence @ANM de glutamate exogene, incubé
sur les cultures pendant 5 minutes, afin de cosditfimplication des récepteurs NMDA dans
la sécrétion exosomale. Nous n’avons pas obtentesldtats suffisament reproductibles.
Cette constatation pourrait provenir d’'un évensiedss induit sur les neurones par le NMDA
ou le glutamate apportés de facon exogéne. Unéeentiassive de &adans les neurones
induit des cascades de signalisation aboutissamttéellement au déclenchement de la mort
des neurones, phénomene appelé excitotoxicité. @dtéa montré qu’'une activation des
récepteurs NMDA extrasynaptiques conduit préféedletnent a la mort neuronale par
opposition a l'activation des récepteurs synapsggei permettraient au contraire la survie
(Hardingham et al, 2003). Or I'ajout de NMDA exogedans nos cultures active les
récepteurs synaptiques et extrasynaptiques, auatentle la stimulation a la bicuculline qui
n'active que les récepteurs synaptiques. L'ouvertuassive de tous les récepteurs NMDA
présents a la surface des neurones lors d’un appogene de NMDA pourrait perturber les
effets du C& sur la fusion des MVB avec la membrane plasmique,profit d’autres

cascades de signalisation impliqués dans I'excitoiteé (Forder et al, 2009).

D’autres types de canaux calciqgues sont suscesgtibiétre impliqués dans la
régulation de la sécrétion des exosomes. En dfietubation des neurones pendant 30
minutes dans un milieu dépolarisant contenam¥l le Nimodipine (inhibiteur des canaux

calciques voltage-dépendants de type L) réduiéd¢aétion exosomale (non publi€).

I1I. Quel(s) réle(s) pour les exosomes neuronaux ?
1. Evacuation de matériel a partir de la synapse

Comme cela semble étre le cas pour les réticidecyh sécrétion des exosomes par
les neurones pourrait représenter pour ces cellutesnoyen de pallier au manque de
lysosomes. En effet, localement, les épines degdes n'ont pas de compartiment de
dégradation. Les lysosomes sont seulement préaentsveau du corps cellulaire, impliquant
un trafic des endosomes qui doivent remonter jusgabma pour permettre la dégradation du
matériel endocyté. Compte-tenu de 'ampleur duidrahdocytaire nécessaire dans chaque
épine, et du nombre d’épines susceptibles d'étreopolisées en méme temps dans un

neurone, il est facilement concevable que les mag@uissent avoir recours a un moyen plus
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simple d’évacuation du matériel superflu, en leré@dnt dans le milieu extracellulaire

localement par voie exosomale.

2. Modulation de la transmission synaptique

Par le fait qu’ils portent des récepteurs au ghai®, les exosomes neuronaux
pourraient intervenir dans la physiologie des sgeaples études réalisées sur les cellules
dendritiques montrent que les protéines apportéetep exosomes peuvent étre ré-exprimees
en surface par de nouvelles cellules dendritiqueseqdocytent les exosomes, les traitent
selon un mécanisme encore mal défini avant deeatirigrtaines protéines a la membrane
plasmique, et les ARNm dans le cytosol ou ils set@duits. L’expression de surface des
récepteurs aux neurotransmetteurs, en particeiserdcepteurs AMPA au glutamate, contréle
directement l'intensité de la dépolarisation, eh@dactivation, du neurone post-synaptique.
Les exosomes neuronaux pourraient participer addumation de I'expression des récepteurs
de surface en échangeant des protéines entre esuram entre les synapses voisines d’un
méme neurone, contribuant ainsi a une communicatiter-neuronale ou inter-syaptique
encore jamais décrite.

L'implication du C&* et des récepteurs NMDA synaptiques dans la régnolate la
sécrétion des exosomes neuronaux pourrait suggahérexiste une communication inter-
synaptique par voie exosomale qui soit moduléel’pativité synaptique elle-méme. Une
activation des récepteurs NMDA conduit a I'endosgtales récepteurs AMPA (Beattie et al,
2000) et a leur rapide réinsertion en surface (®hl2000). Les récepteurs NMDA sont
impliqués dans le mécanisme de la potentialisatitong terme, qui renforce la transmission
d’'une synapse stimulée de facon tétanique. On pamaginer qu’il existe un passage
exosomal depuis une synapse potentialisée vesytegpses alentours pour communiquer son
état d’activation, en fonction de I'enrichissement AMPAR, en protéines de signalisation,
en ARNm et microARN. Nous avons essayé de regasteexistait un enrichissement
spécifiqgue en certains types de récepteurs ou HairEs sous-unités des récepteurs, en
fonction d’'une stimulation des AMPAR ou NMDAR, maans succes, sans doute en raison
d’une trop faible quantité de matériel.

Il a été montré que le contenu en lipides de tiéglendritique influence I'intensité de
la transmission synaptique, en gérant 'expresdesurface des récepteurs NMDA, AMPA
et mGIuR par leur insertion dans les radeaux lipids (Francesconi et al, 2009, et Abulrob et

al, 2005). Les exosomes étant trés riches en dobé®t sphingolipides, la réinsertion, ou la

130



Discussion

fusion en surface, des zones de membranes apppeeéss exosomes, est donc susceptible
de modifier considérablement la transmission sygaptde la synapse cible. De plus, la
présence de cholestérol a la surface des neurooesibcie au maintien des épines
dendritiques (Hering et al, 2003). Les exosomegra@nt permettre un apport de lipides aux

épines, nécessaires a leur motilité, et sous led@erde I'activité des synapses adjacentes.

L’hypothése d’'un transfert d’ARN entre neurones [@s exosomes est également
envisageable. Il faudra dans un premier temps esskeydétecter la présence d’ARN dans les
exosomes purifiés a partir des cultures neurongbess, le cas échéant, réaliser des
hybridations sur des pucascro-arraysafin de déterminer quels ARN sont présents, puis e
quelle proportion par rapport au cytosol neuroriés études ont montré que le pool
d’ARNmM localisés a proximité des densités post-ptinaes (PSD) est enrichi en certaines
populations par rapport aux ARNm totaux répartisisdde neurone. Des ARNmM sont
transportés puis traduits a proximité de la PSDrégonse a une activation de la synapse
(Suzuki et al, 2007), comme par exemple 'TARNm a€hmKIl (calmoduline kinase II), une
enzyme qui participe a I'établissement de la LTR\WYHK et al, 2003). Il serait intéressant de
comparer le profil des ARNm présents dans les eresa celui des ARNm présents vers la
PSD, et ce, en fonction de l'activité des réce@aynaptiques au glutamate. Les exosomes
pourraient servir a enrichir certaines synapse®RNmM, en réponse a une stimulation. La
traduction des ARNm exosomaux dans des neuroneseaess pourra étre testée en utilisant
le méme principe que Valadi et al (2008) : des ewwss secrétés par des neurones de souris
ou une lignée humaine pourraient étre déposésesunelirones de rat, et I'expression de leurs
protéines veérifiée dans les neurones receveurs.

Les microARN exosomaux, comme dans le cas desonses, ont également un
potentiel extrémement intéressant. En effet, desaARN transférés par voie exosomale
pourraient réguler négativement I'expression déagsgs protéines dans les synapses, et ainsi
modifier leur activité. Il a été montré que certaimicroARN sont impliqués dans le
développement des épines dendritiques. Par exen@lanicroARN miR-134 régule
négativement la taille des épines dendritiquesdssr neurones d’hippocampe en culture en
inhibant la traduction de la protéine LimK, une tgine kinase impliquée dans la
morphologie des épines (Schratt et al, 2006). Réwamh, Siegel et al ont décrit le microARN
miR-138, présent dans les épines dendritiquessaniribue a diminuer leur taille et influence

eégalement négativement I'expression de surfaceréespteurs AMPA, affectant ainsi la
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transmisson synaptique (Siegel et al, 2009). Unsteat de ce genre de microARN par voie
exosomal pourrait contribuer sensiblement a mad#i¢aille et I'efficacité des synapses.

Une étude de Gibbings et al publiée recemment mtnd@u’en plus des microARN,
les exosomes contiennent également certaines pest@u complexe RIS(RNA-induced
silencing complex comme GW182, suggérant qu’une partie au moindadeachinerie
nécessaire asgilencing des ARNm est présente dans les exosomes et sbhéeafiétre
eéchangée entre cellules (Gibbings et al, 2009).

Par un apport de matériel membranaire a la fagémue, nucléique et lipidique, les

exosomes pourraient contribuer a moduler la pléstides synapses, participer a leur

potentialisation, et ainsi influencer les mécanismie mémorisation neuronale.

3. Propagation de messages pathogenes a travers l'orgsme

a) Propagation du Prion

Durant ces 6 dernieres années, de plus en pluglditaes ont émergé sur la présence
des protéines PrPc et PrPsc dans les exosometesduag diverses lignées. Février et al en
2004 démontrent que les exosomes porteurs de @imeoPrPsc sont infectieux car ils
induisent la conversion de la PrP cellulaire eaierdans une lignée cellulaire en culture, et
la mort des souris auxquelles ils ont été injecidite a des désordres neurologiques. Les
exosomes semblent donc étre un, sinon le moyen rdpagation de linfection dans
I'organisme, éventuellement de la périphérie au SPpIEs a l'intérieur méme du SNC. Il est
intéressant de noter qu'en 1992, une étude de $tatt a montré que la protéine PrPsc
injectée dans la rétine remonte trans-synaptiquenhaams tout le circuit visuel, depuis le nerf
optique jusqu’au cortex visuel. Cette étude, agsoau travail de Février et al six ans plus
tard, pourrait signifier que les exosomes ont lgaciéé de transférer des protéines de facon
trans-synaptique entre les neurones, et que datansecas, ce passage trans-synaptique
serait utilisé par des protéines pathogenes popraggger dans le SNC.

L’infection par le prion se fait en général pariev@danguine ou digestive, or ses
manifestations sont visibles au niveau des neurdueysteme nerveux central. Il y a donc un
transfert de la protéine PrPsc depuis la périphénie le SNC. La propagation de la protéine
pathogeéne depuis la périphérie vers le SNC pouseiproduire soit & partir du systeme
nerveux périphérique, par exemple au niveau derletipn neuromusculaire, soit directement
a partir du flux sanguin directement vers le SNE,qui nécessiterait un passage de la

protéine a travers la barriere hémato-encéphalgtE). Le passage d’exosomes a travers la
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BHE a été mis en évidence lors de la purificatim@xosomes dérivés de tumeurs cérébrales
dans le plasma sanguin des patients (Graner 20@9). Le passage d’exosomes a travers la
barriere hémato-encéphalique pourrait dans ce xjalgqeer I'apparition des métastases de
tumeurs cérébrales en dehors du SNC alors queslieses tumorales n’ont pas franchi cette
barriere. En effet, les exosomes sont porteursrdigipes membranaires oncogenes, comme
le récepteur tronqué a 'TEGF EGFRUVIII. Des exosonhesumeur cérébrale porteurs de cette
oncoprotéine sont capables d’étre repris par ddautellules tumorales et de I'y transférer,
accroissant par consequent la division cellulaioac I'agressivité de la tumeur (Al-Nedawi
et al, 2008).

Les travaux réalisés sur le role des radeauxidjpas dans l'infection par le scrapie
ont montré que la protéine PrPc doit étre ancrées das domaines pour étre convertie
(Chesebro et al, 2005). De plus, la conversionadBrPc est favorisée par 'insertion de la
forme scrapie dans la méme membrane de facon dentiBaron et al, 2002). Enfin, il
semblerait que la protéine scrapie est plus irdast lorsqu’elle est apportée en association
avec des microvésicules que sous forme puriféeo(Bat al, 2006). Ces résultats suggerent
que la PrPsc entre dans le SNC en associationdegeexosomes, qui pourraient fusionner
avec la membrane plasmique des neurones, ou éttecyas, puis ré-exprimés a la
membrane aprés fusion des endosomes avec la mamblesmique avant de permettre la

conversion du PrPc en PrPsc.

Une étude récente de Gousset et al suggére quetkine PrPsc pourrait également
utiliser les nanotubes pour se propager depuiséliphmérie vers le SCN, puis entre les
neurones du SNC. Les nanotubes sont de fins pretoegts de membrane cellulaire qui
forment un pont entre deux cellules. En 2004, Ruséb al observent la formation de ces
«tunnels » entre des cellules PCldhdochromocitoma ce)ls en culture par
videomicroscopie. Les nanotubes émergent d'unaileeious la forme d’'un filopode, qui
croit en direction d’'une autre cellule sans adhauesubstrat, puis établit une connexion avec
sa membrane plasmique. Ce phénomene dépendréaicteite du réseau d’actine. L’équipe
de Rustom observe également le passage unidireetiatiobjets solubles, tubulaires et
vésiculaires dans ces tunnels, dont certains sarmju@s par utyso-tracker L’existence des
nanotubes a ensuite été montidevivo chez la souris, entre des cellules dendritiques
présentes dans le stroma de la cornée (Chinerly 20@8). L’équipe de Gousset en 2009
observe le passage de vésicules portant la protBmfRe et PrPsc couplées a deux

fluorochromes entre des cellules CAD (lignée neal®rcatécholaminergique de souris). Ces
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travaux suggérent que les nanotubes peuvent repeésen moyen de propagation du prion
entre les cellules. Face aux travaux de Févried en 2004, qui montrent le transfert de la
PrPsc entre cellules par voie exosomale, on pensgrequ’il existe plusieurs voies de

propagation de l'infection, dont les exosomes fuartie.

b) Maladie d’Alzheimer

La découverte de I'existence des exosomes neuxanaue également des portes vers
une meilleure compréhension de la propagation aealadie d’Alzheimer dans le SNC. Les
travaux de Braak et al en 1998 ont montré que dmesice des neurones touchés dans le
cerveau des patients Alzheimer varie peu entremiagti ce qui montre que la dégénérescence
n'apparait pas au hasard dans le cerveau, maishdodes zones bien particulieres.
L’hypothése de la « dégénération en réseau » agémees années plus tard grace a
I'apparition de techniques d’imagerie médicale camiitRM fonctionnel (imagerie par
résonance magnétique). Cette hypothése suggérelequaires qui dégénerent dans de
nombreuses maladies neurodégénératives comme ladimad’Alzheimer, les démences
fronto-temporales, les démences sémantiques ouairoest aphasies, sont liées
fonctionnellement entre elles. La dégénérescenaehmait des réseaux neuronaux ayant un
niveau d’activité basale soutenu, mobilisés augsi lau repos que lors de I'exécution de
diverses taches cognitives (Seeley et al, 2009. rE€geaux sont distincts en fonction de la
pathologie. Dans la maladie d’Alzheimer, la dégéséence des aires limbiques précede la
dégénérescence des aires para-limbiques, qui mrétiedméme la dégénérescence des aires
corticales associées. Ce « trajet » suivi par ¢gdérescence est tout a fait en corrélation avec
la succession des symptémes, depuis les défautgdwire jusqu’a la démence. Il pourrait
exister un « signal » de survie qui transite syigapiment entre les neurones connectés au
sein d’'un méme réseau, et lorsqu’une partie duatedégénere, le reste du réseau s’en trouve
ensuite lui aussi affecté. Les exosomes pourraepresenter le véhicule par lequel certains
facteurs seraient propagés entre deux neuroneect@snsynaptiquement, et assureraient la

survie de I'ensemble des neurones connectés efsenu.

Les noyaux corticaux ont une importante activiéébdse, qui reste soutenue au repos
comme lors de I'exécution de taches cognitivesteCattivité de base élevée pourrait étre
responsable de la plus grande vulnérabilité dezoass aux dépbts dpA En effet, en 2003,
Kamenetz et al ont montré que l'activité neurorealgmente le clivage de I'APP erf Aet

gque ce peptide, en retour, exerce un rétrocontn@gatif et diminue la transmission
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synaptiqueln vivo, I'activité synaptique augmente la présencepddans le liquide interstitiel
(Cirrito et al, 2005). L’activité neuronale semhdenc directement influencer la sécrétion
d’AB. Les noyaux corticaux ayant une activité plus sou¢ que les aires autour, seraient
donc susceptibles de produire d’avantage de peptiddoide (Buckner et al, 2009). Or nous
savons aujourd’hui que la sécrétion des exosomeselesaussi régulée par l'activité
neuronale. En se référant aux travaux de Rajeretrah(2006) qui montrent qu’une partie de
I'A B est sécrété en association avec les exosomesnos gésultats sur la lignée BHK qui
mettent en évidence la sécrétion du fragment amhyt@nique C99 dans les exosomes, il se
pourrait que les exosomes contribuent a cette ssenment de la sécrétion du peptidg A

dans ces noyaux corticaux ou apparaissent les greaepdts amyloides.

Un des génes de susceptibilité de la maladie ti@itner est le géngapd qui code
pour I'enzyme GAPDH dlyceraldehyde-3-phosphate dehydrogehdkeet al, 2004). Cette
enzyme, qui intervient dans le métabolisme de Igcalyse en transformant le
glycéraldéhyde-3-phosphate en 1,3-diphosphoglyeéurrait également relier l'activité
neuronale a la neurodégénérescence. Une augmeanthtidaux d’ARNm et de protéine
GAPDH a été observée juste avant le déclenchenentadoptose dans des neurones en
culture (Sawa et al, 1997). Or la suppression deatduction des ARNm de la GAPDH abolit
le déclenchement de cette mort neuronale (Ishignal, 1996), ce qui montre qu’'une
augmentation de la présence a la fois de la pwtéinde 'ARNmM de la GAPDH induit
directement I'apoptose de neurones en culture.dhafes protéomiques et transcriptomiques
réalisées sur les exosomes de différents typesilaieds ont révélé la présence quasi-
systématiqgue d’ARNm codant pour la GAPDH (Valadi &t 2007) et de la protéine
(Johnstone et al, 1987, Théry et al, 2009, Krambeis et al, 2007). La corrélation de ces
données suggere que les exosomes pourraient &pensable de la propagation de la
neurodégénérescence a travers le SNC, en transfar&APDH et son ARNm entre les
neurones.

Une interaction de la GAPDH avec le peptideaen outre été découverte (Verdier et
al, 2008). Les auteurs suggerent quelourrait déclencher la dégénérescence des neurones
dans la maladie d’Alzheimer en séquestrant unereezté dans le métabolisme énergétique
de la cellule, privant ainsi le neurone d’ATP. Maistte hypothése n’explique pas
'augmentation de la synthese de GAPDH qui prédadesurodégénérescence. Il a en outre
été montré que la GAPDH jouerait un role dans ia emdocytaire, car la surexpression d’'un

mutant de I'enzyme inactif induit une rétention dpsotéines endocytées dans les
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compartiments précoces (Robbins et al, 1995). L#tigee A3 pourrait ainsi séquestrer la
GAPDH et provoquer des perturbations du systeme-grsbsomal éventuellement fatales

pour la cellule.

c) Propagation de neurotoxines

La toxine du tétanos a la capacité particuliereraesiter d’'un neurone a un autre en
passant de facon trans-synaptique rétrograde, sglomécanisme encore non élucidé. Sa
spécificité neuronale et sa propension au passags-$ynaptiqgue nous ont conduits a tester
I'hypothese de sa sécrétion par voie exosomaleeftat, il est possible que la toxine soit
libérée par le neurone moteur en association agg@xosomes qui seraient repris localement
par les interneurones, dans lesquels la toxineemitr ensuite en action en clivant la
synaptobrévine Il. Nous avons montré que la p&tterminale de la toxine couplée a la GFP
est sécrétée par voie exosomale a partir de calfpiienaires de neurones corticaux, ce qui
laisse penser que la toxine entiere utilise effeatient a son avantage une voie physiologique

de transfert trans-synaptique de matériel entradesones.

Il se peut que dans les expériences ultérieurass soyons confrontés a un probleme
de spécificité du type neuronal. En effet, nousails des neurones corticaux. Or, dans les
motoneurones, la toxine semble étre envoyée dansaitepartiments bien spécifiques qui ne
s’acidifient pas, distincts de ceux qui internalisgpar exemple la toxine botulique
(Montecucco et al, 2004). Cependant, en 1996, Miagé al ont montré que sur des neurones
d’hippocampe en culture, la toxine entre en suivamecyclage des vésicules synaptiques,
puis passe dans le cytosol et clive la synaptobedlli Ces résultats, qui divergent de ceux
obtenus dans les neurones moteurs, suggerenbttemént qu'’il existe, en fonction du type
neuronal, un comportement totalement différent alelTéNT : soit elle rentre par la voie
endocytaire et lesafts, et peut étre transportée dans le neurone sarla guetéase n’entre en
action, comme dans le cas des motoneurones, o8t le recyclage du pool de vésicules
synaptiques et aurait ensuite directement accassgnaptobrévine Il, ce qui semble étre le
cas pour les neurones d’hippocampe. Il sera daeende nécessaire de réaliser des cultures
de neurones moteurs pour tester la sécrétion exaeats la toxine entiere. Il sera également
important de vérifier que la toxine associée aumsermes peut étre reprise par d’autres

neurones et cliver la synaptobrévine Il des nelgoeeeveurs.
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d) Propagation de virus neurotropes

Il est intéressant de noter que beaucoup de weusotropes, comme le virus de la
poliomyeélite (poliovirus, virus a ARN), et les vgua ADN de la varicelle (virus varicelle-
zona), ou de I'herpés (Herpes simplex virus), spagent dans le SNC selon un mode trans-
synaptique (Daley et al, 2005, Rostad et al, 1988hi et al, 1995). Or il a été montré que
certains rétrovirus utilisent la machinerie celitdade génése des exosomes pour se répandre
dans l'organisme. Il nest pas exclu que cette bygse de I’ xkexosome de Troie » soit
également valable pour les virus a ADN. Par exenipéeété montré que le virus de I'herpés
HSP1 utilise les MVB lors de sa génese (CalisteleR007). Si des virus sont capables de se
propager de fagon trans-synaptique, on peut fdigpdthese qu’ils aient exploité comme les
rétrovirus, la voie exosomale pour le faire. Sist’effectivement le cas, cela sous-entendrait
gue les exosomes sont capables de passer d’'umeeduiautre par voie trans-synaptique. Il
pourrait donc étre intéressant de vérifier si ciegsvneurotropes peuvent étre sécrétés par

'intermédiaire des exosomes neuronaux.

e) Autres maladies neurodégénératives

Les complexes ESCRT qui sont a l'origine d’unetipaau moins de la vésiculation a
I'intérieur des endosomes, sont actuellement misa@ise dans un certain nombre de maladies
neurodégénératives. Il a été montré que les compl&SCRT jouent un rble protecteur
contre la neurodégénérescence, en permettant leaddgn lysosomale de matériel en
provenance des endosomes, et des autophagosorsemutbphagosomes correspondent a la
séquestration d'une partie du cytoplasme a lietérid’'une double membrane. Ces
compartiments fusionnent ensuite avec les endostardifs ou les lysosomes pour permettre
par exemple la dégradation de compartiments ceksl&ndommageés.

Des mutations dans le gene codant pour CHMP2B ESI0) ont été décelées dans
plusieurs familles présentant une démence liéeeadégénérescence des neurones situés au
niveau du lobe fronto-temporal (DFT, démence freetaporale) (Skibinski et al, 2005),
ainsi que dans certains cas de sclérose latérajetaphique (ALS) (Parkinson et al, 2006)
et de dégénérescence cortico-basale (Van der Zale 2008). Les patients atteints de DFT
présentent des troubles du comportement et dertdepgusqu’a I'aphasie. Dans I'ALS, ce
sont les motoneurones qui dégénérent, aboutissame paralysie progressivement fatale. La
dégénérescence cortico-basale associe quant aireledémence a des troubles moteurs.

CHMP2B étant exprimée dans de nombreux tissuspeesemble expliquer les conséquences
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exclusivement neuronales des mutations dans san garlocalisation de la dégénérescence
en fonction des pathologies reste également unemeyst

L’expression du mutant CHMP2iBtron5 associée a la DFT dans des neurones en
culture provoque une diminution drastique de ldetales épines dendritiques (Belly et al,
soumis pour publication), suivie par une sévereracfibn des dendrites puis une
dégénérescence (Lee et al, 2007). De méme, I'didinde CHMP4B dans des neurones
corticaux en culture induit également un effondretrae I'arborisation dendritique et une
mort neuronale (Lee et al, 2007). Or on sait quealdie C-terminale qui est délétée dans les
mutants associés aux DFT interagissent avec 'A@FH§D1. Les auteurs suggerent donc
gu’il pourrait s’agir d’'un probleme de désassemeladu complexe ESCRT Ill, car
I'extinction de SKD1 induit le méme phénotype qexpression des mutants.

Lee et al ont également observé I'accumulation pdetéines ubiquitinylées et
d’autophagosomes dans le cytosol des neuronespsumaxnt le mutant CHMP2Bitron5.
Ces caractéristiques histologiques avaient égaleétémises en évidence dans la maladie de
Parkinson et la chorée de Huntington, deux autiadies neurodégénératives provoquant de
séveres atteintes motrices. Or I'évacuation deageggats protéiques et des autophagosomes
semble nécessiter la présence de MVB fonctionras, I'extinction des protéines Hrs
(ESCRT 0), Tsg101 (ESCRT I) et Vps22 (ESCRT Il) p&RN dans des neurones en culture
induit I'apparition de ces mémes agrégats de pregeubiquitinylées et altére la dégradation

autophagique (Filimonenko et al, 2007).

La mort des neurones dans ces différentes maladi@odégénératives semble donc
étre liee a un défaut d’évacuation des protéindégrader résultant d’'un dysfonctionnement
de la machinerie ESCRT et des MVB. Il pourrait éhtéressant de regarder si la sécrétion
exosomale est altérée dans les cas ou les mutast€ldMP sont exprimés. En effet, les
exosomes neuronaux peuvent représenter une vdimid@ion de protéines a laquelle les
neurones ont recours pour pallier au manque desdyses dans les épines dendritiques. Un
défaut de la machinerie ESCRT est susceptible deiree la sécrétion exosomale des
neurones, et donc d'altérer une voie potentiellévacuation de matériel aussi bien en
provenance des endosomes que des autophagosometusDen défaut d’évacuation des
récepteurs au glutamate, dont nous avons détedésdes-unités dans les exosomes
neuronaux, pourrait affecter la morphologie des@&pdendritiques. Le dysfonctionnement de

la voie endocytaire résultant de la présence dgantsude CHMP2B serait ainsi susceptible
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de déclencher localement I'effondrement des épiteairitiques, puis la mise en route du
processus dégénératif.

La maladie de Parkinson se caractérise par uneé&néégscence des neurones
dopaminergiques présents dans la substance nom&/eau du mésencéphale. Ces neurones
sont responsables du contrdle du circuit moteugletdégénérescence provoque l'apparition
de mouvements saccadés des membres, qui deviemlgenplus en plus rigides et
incontrélables. Une des caractéristiques histologgqde la maladie de Parkinson est la
présence de corps de Lewy, des inclusions d’'urardizie micromeétres de diamétre présents
autour du noyau des neurones, et dans les prol@membDans ces inclusions, ont été
principalement détectées l'ubiquitine ei-Bynucléine, une protéine cytoplasmique associée a
la membrane des vésicules synaptiques et impligiaés la libération de dopamine. Des
mutations dans le gene SNCA qui code pour la sgmelont été découvertes dans certains
cas génétiques de Parkinson. Une étude de 200k rgwé des neurones greffés chez deux
patients Parkinsoniens ont progressivement préesapigarition de ces inclusions de Lewy,
contenant ki-synucléine (Li et al, 2008). Cette étude décriirpla premiére fois le transfert
de la pathologie des neurones du patient aux nesrdn greffon pourtant sain. En 2008, une
étude a montré qu’'une partie de-Synucléine était sécrétée par les neurones, et que
synucléine extracellulaire pouvait étre endocyt@elps neurones (Lee et al, 2008). Il serait
intéressant de tester la présence de la synucldares les exosomes de neurones
dopaminergiques. Si c’est le cas, il faudrait pasdite tester I'effet d’'exosomes contenant la
synucléine sur des neurones receveurs. Ceci pbyreainettre de suggérer une voie de

passage de cette protéine pathogéne entre lesnesuraitu.

4. Communication entre cellules gliales et neurones

a) Role des exosomes dans la protection des neurones
Un grand nombre de maladies neurodégénérativesrefist a une plus forte
susceptibilité des neurones matures face a desufactoxiques a la fois exogenes et
endogenes. Cette sensibilité accrue pourrait &teeadun dysfonctionnement des systéemes de
protection, comme par exemple la libération d’'uhaperonne de la famille des HIreét
shock proteing Hsp70, dans le milieu extracellulaire des neasotUne publication d’Ayala
et al en 2008 a montré qu’une excitotoxicité inglwans I'’hippocampe d’un rat, provoque la

libération d’Hsp70 dans I'hippocampe controlaté@ktte sécrétion semble protéger les
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neurones de la toxicité induite par une injectierddAP (4-aminopyridine), un bloqueur des
canaux K. Une autre étude a révélé qu’une lignée de csligl@les en culture stressée a
44°C sécrete la protéine Hsp70, et que cette piotést internalisée par des cellules d'un
neuroblastome humain et les rend plus tolérante<saleur ou a I'action de la staurosporine,
un déclencheur de I'apoptose (Guzhova et al, 200d)sécrétion d’Hsp70 par les cellules
gliales semble donc jouer un réle neuroprotecteur.

Plusieurs études ont montré que les cellulesegliaécretent des exosomes. Durant la
premiere partie de ma thése, nous avons détedpestrométrie de masse la présence de la
protéine gliale Glast-1 dans les exosomes récal{gartir des cultures de neurones corticaux,
ce qui suggere que les astrocytes présents dansuttases ont la capacité de sécréter des
exosomes (Fauré et al, 2006). En 2007, Taylor ehmontré que les astrocytes en culture
sont capables en réponse a un stress, de séceSteaxdsomes qui contiennent la protéine
Hsp70. Cette découverte suggére que les astropgtesaient communiqguer des signaux de
stress cellulaire aux neurones environnants parola exosomale. Nous avons d’ailleurs
retrouvé la protéine Hsc70, homologue a Hsp70, temexosomes purifiés dans les cultures
de neurones corticaux, mais nous ne pouvons pas diirelle provient des exosomes
neuronaux ou astrocytaires (Fauré et al, 200676l serait sécrétée par les cellules de fagon
constitutive tandis que la libération d’'Hsp70 estdment augmentée lors d’un stress.

Il pourrait étre intéressant de purifier des exoss de cellules gliales ou de neurones

stresses, et de les incuber sur d’autres neurpuoisgd’examiner leur survie.

Les oligodendrocytes sont des cellules glialeparesables de la formation de la gaine
de myéline dans la substance blanche du systémreuxecentral. lls s’enroulent autour de
I'axone afin de I'isoler et d’accélérer la propagatde I'influx nerveux. La gaine de myéline
est largement composée de sphingolipides, de d¢Baodsainsi que de protéines spécifiques,
principalement la PLPRroteolipide proteih et la MBP (nyelin basic protein Sa formation
met en jeu une communication mutuelle entre lesamas et les oligodendrocytes (Simons et
al, 2006). Une étude de Kramer-Albers et al, en72@0montré que des oligodendrocytes
primaires en culture sécretent des exosomes quieoment, outre le marqueur exosomal
Alix, la protéine PLP, ainsi que de nombreuses Hsa. composition des exosomes
d’oligodendrocytes est tres proche de celle de y&lime. En effet, ils contiennent deux
lipides uniquement présents dans la gaine de ngydkngalactocérébroside et le sulfatide. La
croissance de la gaine nécessite un apport coabidéde matériel lipidique et protéique. Le

ciblage des protéines comme la PLP et la MBP var$eVre de l'oligodendrocyte qui

140



Discussion

s’enroule autour de l'axone nécessite leur appout, celui de leur ARNm, depuis le
péricaryon. Ce transport pourrait nécessiter laréibhon d’exosomes a partir du péricaryon
vers la gaine en formation. Il est intéressant déemque plusieurs études suggerent
'importance des radeaux lipidiques dans le cibldge protéines vers la myéline (Taylor et
al, 2002, Marta et al, 2003).

L'activité neuronale est importante pour permetereremodelage lipidique qui se
produit au niveau de la gaine en formation (Fitzteal, 2006). Or la production d’exosomes
par les oligodendrocytes est controlée par 18" @aracellulaire, car une incubation avec la
ionomycine pendant 30 a 120 minutes augmente gigtifement la présence de PLP dans le
culot (Kramer-Albers et al, 2007). Dans les oligodi®cytes, I'entrée de €aest régulée par
les neurotransmetteurs libérés par les neuroneameopar exemple le glutamate. Il se
pourrait que la sécrétion des exosomes oligodegthives soit régulée par lactivité

neuronale de la fibre qui régulerait par ce moyeprepre myélinisation.

Il a été montré qu’une production trop importadéemyéline par surexpression de la
PLP chez des souris transgéniques induit la déaggeémnce a la fois de la gaine et de I'axone
(Ip et al, 2006). Les exosomes d'oligodendrocytesrfaient permettre une régulation de la
production des composants de la gaine, en évaarasurplus de PLP. Dans la maladie
neurodégénérative appelée syndrome de Pelizaeubbidrer, une mutation dans le gene de
la PLP induit une accumulation de la protéine etholestérol dans les endosomes (Simons
et al, 2002). En condition normale, la PLP est @gaint présente dans les endosomes, et sa
relocalisation a la membrane plasmique est inchatel’activité neuronale (Trajkovic et al,
2006). Les exosomes pourraient représenter unedi@@cuation de cette protéine vers le
milieu extracellulaire, ou ils seraient ensuite giaytés par les cellules de la microglie. Une
altération de ce systeme pourrait étre a I'origlagoathologies a myéline.

Enfin, il a été remargqué une trés forte représiemtales protéines de type HSP (hsp70
1A, 1B, 1L, hsp9@ et B, Hsc71) dans les exosomes d'oligodendrocytes, ucepgurrait
témoigner de leur role éventuel dans la protecties neurones contre certaines formes de

stress, comme cela serait le cas pour les astsocyte

b) Transfert d’ARN entre cellules gliales et neurones
Il a été mis en évidence que certains ARN sitw@s d'axone des neurones auraient
pour origine non pas le corps cellulaire du neuroomme supposé au départ, mais les

cellules gliales environnantes (Giuditta et al, 20En effet, une expérience réalisée sur un
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axone géant de calmar isolé du corps cellulairévalé I'apparition d’ARN néo-synthétisés
ne pouvant provenir que des cellules gliales enviantes. Il existerait un transfert d’ARN
entre cellules gliales et axones, fournissanttarainaison pré-synaptique une partie de son
pool de protéines. Il est intéressant de noterl'gtiede de Giuditta et al montre que I'apport
des ARN dans l'axone est considérablement accrooedition dépolarisante (100mM de
potassium dans le milieu extracellulaire). Les argeszont méme jusqu’a montrer que c’est
bien une dépolarisation de la membrane neuronat@regliale, qui induit 'augmentation du
transfert d’ARN vers I'axone, en réduisant précisamme K dans I'axoplasme. Ce dernier
résultat suggére que c’est la libération de neanstnetteurs au niveau pré-synaptique qui
induit une augmentation du transfert des ARN defmrsscellules gliales vers I'axone. Cette
régulation pourrait impliquer les récepteurs audraransmetteurs présents a la surface péri-
axonique des cellules gliales. De facon tout a ifdéressante, les récepteurs NMDA sont
présents a la surface des cellules gliales etitdnifpition réduit significativement le transfert
glio-axonal d’ARN. Il existerait ainsi un systéeméexpression génique local autour des
axones et des terminaisons pré-synaptiques, pgraniges cellules gliales environnantes et
régulé par I'activité neuronale. Il sera intéressam regarder si les exosomes des cellules
gliales contiennent des ARN et de tester leur flede transfert vers les neurones. L’apport
d’ARN au niveau de la terminaison prés-synaptiqaegette voie glio-axonale pourrait jouer
un réle important dans la physiologie synaptiqueoesjamais décrit jusqu’a présent.

Ces dix derniéres années, il a été mis en évidéegestence d'une traduction
d’ARNm localement dans la terminaison axonale, wiecgntrecarre d’anciennes études qui
avaient observé le contrairg vivo, l'infiltration de siARN dans I'axoplasme d’'un neme
du nerf sciatique isolé de son corps cellulaireeadge une déplétion en tubuline dans la
terminaison nerveuse, ce qui signifie que certAR&NmM peuvent étre traduits dans I'axone
pour lui fournir notamment des protéines du cytesefte (Murashov et al, 2007). De plus,
I'inhibition de la synthése protéique dans I'axatien nerf périphérique chez le rat altére sa
régénération aprés une lésion (Gaete et al, 18882008, Court et al ont injecté un lentivirus
contenant dans son génome une construction pemntttaynthese de la protéine ribosomale
L4 couplée a la GFP, dans un nerf périphérique el d'une lésion. lls observent
I'apparition de ribosomes fluorescents dans I'axahe nerf sectionné. Ces ribosomes
proviennent donc d’'un génome présent localemeravahde la Iésion, qui ne peut étre que
celui des cellules de Schwann qui entourent I'axatrferment la gaine de myéline.

Ces résultats, combinés a ceux de Giudetta en, 200@osent le transfert I’ARN et

de protéines ribosomales entre cellules glialeaxene. Or Buccheit et al en 1992 avaient

142



Discussion

observé un transfert de molécules entre ces celpde I'intermédiaire de vésicules colorées
par I'acridine orange, un colorant capable de margertains compartiments vésiculaires des
cellules gliales, et notamment séquestré dans degpartiments plutét acides, comme les
endosomes.

La récente découverte de la présence d’ARN dansxesomes combinée a la mise en
évidence de la sécrétion exosomale par les celfjli@es laissent pressentir que ce transport
des ARN et des protéines ribosomales entre cellgledes et neurones se ferait par

I'intermédiaire des exosomes.

5. Rodle possible des exosomes dans le développement

Les homéoprotéines sont des facteurs de transcripfui régulent la plupart des
evenements de morphogénése se produisant pendivdimppement des métazoaires. Elles
peuvent étre sécrétées a partir d’'une source Ipoalese répartir en gradient dans le tissu, ou
elles contrblent I'activité transcriptionnelle desllules alentour. Parmi elles, la protéine
Engrailed interviendrait dans le guidage axona e la mise en place du systeme nerveux.
Initialement localisée dans le noyau cellulaireptéasence d’Engrailed dans le cytosol, ainsi
gue sa sécrétion dans le milieu extracellulaire @ voie non classique a été démontrée
(Joliot et al, 1997). La protéine a été retrouvésoaiée a des membranes résistantes aux
détergents, enrichies en cavéoline et cholest@m®lqui pourrait suggérer une voie de
sécrétion exosomale, pour une partie au moins geol@ine. En outre, il a été montré que
I'établissement du gradient d’une autre homéopnetéDecapentaplegic (Dpp), dépend de la
balance recyclage/dégradation déterminée dansiéaermocytaire (Entchev et al, 2000). Il
est intéressant de noter que Dpp serait I'hnomolabud GH chez la drosophile. Or il a été
démontré que le TH&est sécrété par la voie exosomale (Clayton &08l7).

En 2001, Greco et al proposent le terme dargosorpeur désigner des
microvésicules sécrétées par les cellules des ebsdmaginaux de la drosophile. Ces
microvésicules sont marquées par la protéine GREPlIée a une ancre GPI, sont localisées
dans les endosomes, et sont capables d'établiradiegt en se transférant de cellules en
cellules. Les argosomes contiennent les protéinepmgénes Wingless et Hedgehog, et
pourraient étre impliqués dans leur diffusion &dra le tissu. Les auteurs évoquent le fait que
les « argosomes » pourraient correspondre aux maxgobien qu’ils n’en vérifient pas les
caractéristiques. Une étude menée sur la sécrétidtedgehog au niveau du pble apical des
cellules épithéliales che2. elegansa montré que la sous-unité VO de la pompe a prgton

ATPase Yacuolar adenosine triphosphatasserait impliquée dans la fusion des endosomes

143



Discussion

multivésiculaire avec la membrane plasmique et dmisecrétion de Hedgehog. En effet, les
mutants de la sous-unité VO accumulent le morphedéedgehog dans des compartiments
multivésiculaires tres denses qui ne fusionnentavas la membrane plasmique (Liégeois et
al, 2001). Il pourrait d’explorer cette voie de uggion dans les neurones, qui sont, comme
les cellules épithéliales, des cellules polarisées.

Une étude intéressante suggére que les exosomasipat également étre impliqués
dans la voie de signalisation Notch. Cette voiesigealisation joue un réle majeur dans la
prolifération cellulaire pendant le développementgelle permet par exemple la mise en place
des organes sensoriels et la division des préawseuronaux. Une inactivation de la voie
Notch est nécessaire pour arréter le cycle et gaemka différenciation des précurseurs.
L’interaction du récepteur de surface Notch, avaec Bgand transmembranaire Delta a la
surface d’'une cellule adjacente, entraine le cbévdg Notch par les enzymes ADAMI1d- (
sécrétase également impliquée dans le clivageAdPlj, ety-sécrétase. Le clivage parya
sécrétase entraine la libération du NICNofch intracellular domaipy qui active la
transcription de genes impliqués dans la divisietlutaire. Or, de fagcon curieuse, il a été
montré que l'internalisation du ligand Delta estessaire a I'activation de cette voie. Delta
pourrait étre envoyé dans les ILV, puis sécrétéassociation avec les exosomes avant

d’interagir en surface avec Notch (Ristorcelli 2809, Dudu et al, 2004).

Il est également intéressant de noter que lesoexes de mastocytes contiennent des
microARN impliqués dans I'embryogénese: let-7 estroicroARN qui intervient dans la
différentiation des cellules souches, miR-1 pendanmganogénese, et miR-181 durant
I’'hnématopoiese. Ces microARN ont tous été détedwss les exosomes des mastocytes
(Valadi et al, 2007, Lotvall et al, 2007). Le tréers de microARN, et d’ARNm, par la voie
exosomale pourrait par exemple permettre de syndeoet d'orienter la différentiation d’'un

pool de cellules pendant 'embryogénése.

L'ensemble de ces travaux suggere que les exos@oesraient participer a
I'établissement de la polarité chez 'embryon, aqsa la prolifération puis la différenciation
cellulaire pendant le développement.

V. Interaction avec les cellules cibles

1. Les exosomes ont-ils une cible cellulaire spécifig?
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On peut imaginer que les protéines qui interviehwams la fixation des exosomes a
la surface des cellules assurent le ciblage desoexes vers un type cellulaire donné, en
permettant ou au contraire inhibant certaines #&s0ias.

Des études sur la propagation de la PrPsc ontéréue des exosomes d’une lignée
cellulaire épithéliale surexprimant la protéinentsoapables d’initier la conversion PrPc/sc
dans une lignée neuronale (Vella et al, 2007).e3®tpérience se rapproche de ce qui pourrait
se passer dans lI'organisme lors d’une infectiomrdirpde la périphérie et de sa propagation
au SNC. Il a également été montré que des exosdmesllules dendritiques sont capables
d’activer des lymphocytes T compétents (Théry eR@02), et des exosomes de mastocytes
peuvent activer des lymphocytes (Skokos et al, RADd sait d’autre part que des exosomes
de cellules tumorales peuvent interagir avec disles endothéliales (Skog et al, 2008). Aux
vues de ces divers résultats, les exosomes ne eginplals avoir de cible cellulaire spécifique.

Pourtant, Valadi et al ont montré que les ARNmrét&s dans les exosomes de
mastocytes peuvent étre transférés a d’autres oyas$p mais en revanche, I'échange semble
impossible avec des lymphocytes T CDH se pourrait donc qu’il existe dans certains ca
une restriction au niveau du type de cellules qialéles exosomes. Cette spécificité peut étre
plus ou moins large en fonction de l'origine celitk des exosomes, et pourrait impliquer des
protéines d’adhésion spécifique d’un tissu quiagit de facon permissive, ou répulsive, sur
I'acces des exosomes a la surface cellulaire.

Il sera a présent trés intéressant de connairdole qui régissent les interactions
exosomes / cellules cibles, car cela pourrait rmmnener & mieux comprendre les mécanismes
d’apparition, et de propagation, de certaines patjies dans des compartiments tissulaires

spécifiques.

2. Quel mécanisme d’interaction en surface ?

Les observations que nous avons réalisées au mige<lectronique a transmission
ont révélé la présence de chapelets d’exosomes @o$# surface des neurones, ainsi que
d’autres pris dans des puits de clathrine. Cesreasens suggerent que les exosomes
peuvent interagir avec la membrane plasmique, @unsendocytés dans les neurones via un
mécanisme clathrine-dépendant. Des expériences |éoraptaires sont nécessaires pour
montrer qu’il s’agit bien d’exosomes (immunogoldeavun marqueur exosomal). Nous
pourrons ensuite regarder si cette fixation enaserfdépend du €a en incubant les
exosomes sur les neurones en présence d’'un chéliealcium, puis tester si des protéines

comme LFA-1, comme dans le cas des cellules enlildte (Rieu et al, 2000), mais aussi
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des intégrines, ou la L1-CAM, sont impliquées daetste adhérence. Des expériences
complémentaires sont aujourd’hui en cours pour reuien microscopie confocale
I'incorporation d’exosomes marqués par la protéeeusion GFP-CD63 dans des neurones

d’hippocampe en culture.

La découverte des exosomes neuronaux représeeteuverture importante dans
I'avancée des connaissances sur le fonctionnemesysteme nerveux en conditions a la fois
normales et pathologiques. lls sont susceptiblérel’impliqués dans les modulations de
I'activité synaptique normale, et aussi dans lappgation de facteurs pathologiques
protéiques, viraux, nucléiques, lipidiques a travérs circuits neuronaux des systémes

nerveux central et périphérique.
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