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Abstract: Mitochondrial dysfunction contributes to neurodegenerative diseases and developmental 

disorders such as Fragile X syndrome (FXS). The cross‐talk between mitochondria and extracellular 

vesicles (EVs) suggests that EVs may transfer mitochondrial components as an intermediators for 

intracellular communication under physiological and pathological conditions. In the present study, 

the ability of EVs to transfer mitochondrial components and their role in mitochondrial dysfunction 

in astrocytes were examined in the brains of Fmr1 knockout (KO) mice, a model of FXS. The amounts 

of mitochondrial transcription factor NRF‐1, ATP synthases ATP5A and ATPB, and the mitochon‐

drial membrane protein VDAC1  in EVs were reduced  in cerebral cortex samples and astrocytes 

from Fmr1 KO mice. These reductions correspond to decreased mitochondrial biogenesis and tran‐

scriptional activities  in Fmr1 KO brain, along with decreased mitochondrial membrane potential 

(MMP) with abnormal localization of vimentin intermediate filament (VIF) in Fmr1 KO astrocytes. 

Our results suggest that mitochondrial dysfunction in astrocytes is associated with the pathogenesis 

of FXS and can be monitored by depletion of components in EVs. These findings may improve the 

ability to diagnose developmental diseases associated with mitochondrial dysfunction, such as FXS 

and autism spectrum disorders (ASD). 
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1. Introduction 

Fragile X  syndrome  (FXS),  an  inherited developmental disorder  characterized by 

mental retardation and symptoms of autism spectrum disorders (ASD), is caused by tran‐

scriptional silencing of the FMR1 gene, which encodes fragile X mental retardation protein 

(FMRP) [1]. FMRP is an RNA‐binding protein that is expressed primarily in neurons and 

astrocytes of  the brain and associated with approximately 4% of  transcripts,  including 

those for mitochondrial proteins [2]. Alterations of mitochondrial proteins result in mito‐

chondrial dysfunction, related to which is associated with various neurodegenerative dis‐
eases and developmental disorders [3]. The brains of Fmr1 knockout (KO) mice, a model of 

FXS, exhibit increases in glucose metabolism [4,5], oxidative stress [6], and reactive oxy‐
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gen species production as well as abnormal nitric oxide metabolism [7] and systemic en‐

ergy metabolism [8]. Developing neurons from Fmr1 KO mice show impaired dendritic 

maturation,  altered  expression  of mitochondrial  genes,  fragmented mitochondria,  im‐

paired mitochondrial  function,  and  increased  oxidative  stress  [9]. However,  it  is  not 

known if astrocytes from Fmr1 KO mice similarly show mitochondrial dysfunction. 

Mitochondria are transferred between cells under disease conditions such as stroke 

[10], cancer [11], and lung injury [12]. However, details on the mechanism of mitochon‐

drial transfer remain elusive. Mitochondrion‐derived vesicles or direct interorganelle con‐

tacts could represent a mechanism to rapidly relieve mitochondrial stress to maintain me‐

tabolism, particularly when other degradation pathways  are  compromised  [13]. Mito‐

chondrial components, including proteins and mitochondrial DNA, have been detected 

in extracellular vesicles (EVs) derived from mesenchymal stem cells [14], and cytochrome 

c oxidase (COX) subunit I (encoded by mitochondrial DNA) and COX6c are enriched in 

EVs derived from tissues and plasma of melanoma patients [15]. These studies suggest 

that mitochondrial components are secreted from the cells via EVs. 

EVs are secreted by all cell types upon the fusion of a multivesicular body with the 

plasma membrane [16]. EVs harbor various tissue‐specific and disease‐related molecules, 

including cellular and mitochondrial DNA, RNAs, miRNA, lipids, and proteins. EVs are 

remarkably stable in body fluids, proving their utility for monitoring disease biomarkers. 

EVs are known to transfer pathogens such as prion protein [17] (responsible for Creutz‐

feldt–Jakob disease), α‐synuclein (involved  in the pathogenesis of Parkinson’s disease), 

and amyloid β [18] and phosphorylated tau [19] (deposited in the brains of Alzheimer’s 

disease patients). However, EVs also aid in the elimination of toxins and pathogens from 

cells and  transfer beneficial molecules. Recent studies have shown  that  thefactors with   

neurotrophic and neuroprotective properties are released from astrocytes via EVs to pro‐

mote neurite outgrowth and neuronal survival againstunder conditions of    neurotrans‐

mitter toxicity and neurite outgrowth through EVs [20,21]. 

In  the present study, we explored  the role of mitochondrial  function  in astrocytes 

from Fmr1 KO mice and whether EVs propagate mitochondrial proteins for intercellular 

communication. We  found  that the  levels of mitochondrial components are reduced  in 

mitochondrial fractions from cortical tissues and astrocytes of Fmr1 KO mouse brains. This 

depletion reflects a decrease in their expression in mitochondrial biogenesis. Intriguingly, 

we were able to monitor the reductions in mitochondrial components in EVs from these 

samples. These  results  suggest  that  astrocytic mitochondrial dysfunction  is  associated 

with the pathogenesis of FXS and that this can be monitored in EVs in this disease as well 

as other neurodegenerative disorders and ASD. 

2. Results 

2.1. Decreased Expression of Mitochondrial Components in Mitochondrial Fractions but not 

Cortical Lysates from Fmr1 KO Mice 

To explore the levels of mitochondrial components, we performed western blot anal‐

yses on cortical lysates and mitochondrial fractions (See also Supplementary Figure S1) 

from mouse brain tissues. ATP synthase alpha‐subunit (ATP5A) and beta‐subunit (ATPB), 

COX subunit I encoded by mitochondrial DNA (MT‐CO1), and voltage‐dependent anion‐

selective channel 1 (VDAC1) were detected equally in cortical lysates from wild‐type (WT) 

and Fmr1 KO mice, which patterns are similar to their transcript’s levels with no signifi‐

cance (See also Supplementary Figure S2), but ATP5A and ATPB levels were significantly 

lower in mitochondrial fractions from Fmr1 KO mice (Figure 1). 
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Figure 1. Decreased expression of mitochondrial functional components in mitochondrial fractions but not cortical lysates 

from Fmr1 knockout (KO) mice. (A) Western blot analysis of ATP5A, ATPB, MT‐CO1, and VDAC1 in cortical lysates, mito‐

chondrial  fraction, and cytosol  fraction of cortices  in WT or Fmr1 KO mice.  (B) Expression  levels were determined by 

measuring band densities with NIH ImageJ software. Each value represents the mean ± SD (n = 6 per group). * p < 0.05; ** 

p < 0.01 vs. wild‐type (WT) mice. 

2.2. Reduction in Mitochondrial Biogenesis and Transcriptional Activity in Cortices of Fmr1 KO 

Mice 

To determine whether the observed reduction of mitochondrial components is asso‐

ciated with mitochondrial biogenesis and transcription, we investigated mtDNA content 

and expression of genes related to mitochondrial transcription such as MT‐CO1 (mt‐Co1) 

and 16S for mitochondrial biogenesis or nuclear factor, erythroid derived 2, like 1 (NRF‐

1; Nfe2l1), nuclear factor, erythroid derived 2, like 2 (NRF‐2; Nfe2l2), and mitochondrial 

transcription factor A  (mtTFA; Tfam). Quantitative real‐time polymerase chain reaction 

(qRT‐PCR) results revealed that the mitochondrial DNA levels of mt‐Co1 and 16S were 

significantly decreased in cortical tissues of Fmr1 KO mice (Figure 2).   
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Figure 2. Loss of genes coding for mitochondrial biogenesis in Fmr1 KO cortex. Gene expression of 

markers of mitochondrial biogenesis was determined by qRT‐PCR. The relative amounts of 

mtDNA (mt‐Co1 and 16S) and nuclear DNA (p0) were compared. Each value represents the mean 

± SD of three mice. ** p < 0.01 vs. WT mice. 

Additionally, levels of Nfe2l1, Nfe2l2, and Tfam were significantly reduced in cortical 

tissues from Fmr1 KO mice compared with that in WT mice (Figure 3A) mice. The reduced 

levels of transcripts resulted in decreased expression at the protein level in mitochondrial 

fractions, as revealed by western blot analysis with antibodies against anti‐mtTFA (Figure 

3B) and NRF‐1 (See also Supplementary Figure S3). These results suggest that the dimin‐

ished expression of mitochondrial components in cortices of Fmr1 KO mice is associated 

with a deterioration of mitochondrial biogenesis and transcriptional activity. 

 

Figure 3. Reduction in mitochondrial transcriptional components in the Fmr1 KO cortex. (A) The 

relative expression levels of Nfe2l1, Nfe2l2, and Tfam representare expressed as the mean ± SD of 

three independent experiments. ** p < 0.01 vs. Fmr1 KO mice. (B) Representative western blots and 
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quantitative analysis of mitochondrial transcription factor A (mtTFA). Each value represents the 

mean ± SD (n = 6 per group). * p < 0.05 vs. WT mice. 

2.3. Reduced Levels of Mitochondrial Proteins in Mitochondrial Fractions from Astrocytes of 

Fmr1 KO Mice 

Mitochondrial dysfunction affects the migration, development, and survival of neu‐

rons in Fmr1 KO mice [9]. By contrast, loss of mitochondrial DNA or mitochondrial activ‐

ity enhances the function of astrocytes [22], but it is not clear whether this is altered in FXS. 

To address this, we performed western blot analysis using mitochondrial fractions and 

lysates prepared from astrocytes of Fmr1 KO mice. Expression of MT‐CO1 and ATPB was 

significantly higher in total lysates from Fmr1 KO astrocytes than in those from WT astro‐

cytes, whereas the expression of ATP5A and VDAC1 was nearly the same in those of Fmr1 

KO and WT astrocytes. However, in the mitochondrial fractions from astrocytes, their ex‐

pression was drastically reduced (Figure 4). These results suggest that a loss of mitochon‐

drial proteins from astrocytes in the brains of Fmr1 KO mice may be the result of a derived 

from dysfunction ofin mitochondrial protein trafficking at the interacellular level. 

2.4. Decreased Mitochondrial Membrane Potential (MMP) in Astrocytes from Fmr1 KO Mice 

To determine if the reduction in mitochondrial proteins results in altered mitochon‐

drial function, we assessed the mitochondrial membrane potential (MMP) in astrocytes. 

The changes in MMP were visualized via the fluorescence of the cationic dye tetraethyl 

benzimidazolyl carbocyanine iodide (JC‐1). JC‐1 is predominantly a monomer that yields 

green fluorescence at low concentrations (due to low mitochondrial membrane potential) 

but aggregates and fluoresces orange under high MMP conditions. The JC‐1 orange/green 

fluorescence ratio was significantly lower in Fmr1 KO astrocytes than in WT astrocytes. 

Moreover,  the  levels of  JC‐1 aggregates  (i.e., orange  fluorescence) and  JC‐1 monomers 

(green  fluorescence) were  reducedlower  in  astrocytes  from  Fmr1  KO mice  compared 

withthan in those from WT mice (Figure 5A). These data suggest that the observed deple‐

tion of mitochondrial proteins contributes  to  the reduced  levels of MMPs  in astrocytes 

from Fmr1 KO mice. To  investigate  the distribution of vimentin  intermediate  filament 

(VIF), which was known for maintainings the MMP and stabilizinges the intracellular lo‐

cation and activity of mitochondrial proteins, we performed double immunofluorescence 

staining with glial fibrillary acidic protein (GFAP) and VIFvimentin in astrocytes. In com‐

parison to VIF in WT astrocytes, Fmr1 KO astrocytes showed the condensed VIF in astro‐

cyte endfeet (Figure 5B). These results suggest that the reductioned level of MMP in Fmr1 

KO astrocytes may be derived fromcaused by the abnormal distribution of VIF.   

2.5. Mitochondrial Components are Depleted in EVs Secreted by Cortices and Astrocytes fromof 

Fmr1 KO Mice 

As mitochondrial proteins have been detected in EVs purified from plasma [15], we 

examined whether the mitochondrial dysfunction wouldcould also be monitored by the‐

observing depletion of mitochondrial components in EVs secreted from astrocytes. EVs 

were purified by buoyant density gradient‐ultracentrifugation [23], and their shape and 

size distributions were confirmed by nanoparticle tracking analysis (NTA) and transmis‐

sion electron microscopy (TEM). The expression of EVs makers such as CD9 and CD81 

was also confirmed (see also Supplemental Figure S4). We first examined EVs purified 

from cortices of 10‐ week‐ old WT or Fmr1 KO mice. A wWestern blot analysis revealed 

that the levels of NRF‐1, ATP5A, ATPB, and VDAC1 were dramatically reducedlower in 

EVs  isolated from  the cortices of Fmr1 KO mice compared withthan  in  those from WT 

controls (Figure 6A). We next examined EVs purified from the medium of astrocytes cul‐

tured for 27 days (days in vitro, DIV27) and found similar reductions in the levels of NRF‐

1, ATP5A, ATPB, and VDAC1 from cells of Fmr1 KO mice (Figure 6B), which was con‐



Int. J. Mol. Sci. 2021, 22, x FOR PEER REVIEW  6  of  16 
 

 

sistent with the reduced levels observed in the mitochondrial fractions. These results im‐

plyindicate that the mitochondrial dysfunction wouldcould be monitored by measuring 

the depletion of mitochondrial components in EVs. 

. 

Figure 4. Decreased protein expression in the astrocyte mitochondrial fractions from astrocytes of Fmr1 KO mice. Repre‐

sentative western blots (A) and relative quantification (B) of the expression of MT‐CO1, ATP5A, ATPB, and VDAC1 in 

total lysates, cytosol, and mitochondrial fractions from astrocytes of WT and Fmr1 KO mice. Expression levels were deter‐

mined by measuring band densities with the National Institute of Health (NIH) ImageJ software. Each value represents 

the mean ± SD of three independent experiments. * p < 0.05; ** p < 0.01 vs. WT astrocytes. 
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Figure 5. Mitochondrial membrane potentials (MMPs) and vimentin distribution in astrocytes of 

Fmr1 KO. (A) The mitochondrial membrane potential of astrocytes was determined using MITO‐

ID®, which contains a cationic dye that fluoresces green at low mitochondrial membrane potential 

(MMP) and orange at high MMP. Astrocytes (DIV27) were incubated with MITO‐ID® for 30 min 

and then visualized by confocal microscopy (left). Astrocytes from Fmr1 KO mice showed lower 

MMP than astrocytes from WT mice (right). Representative images are shown at ×400 magnifica‐

tion. Each value represents the mean ± SD (n = 8 per group). ** p < 0.01 vs. WT astrocytes. Scale 

bars, 50μm. (B) Double immunofluorescence staining with anti‐GFAP and anti‐vimentin in astro‐

cytes from WT and Fmr1 KO mice. Astrocytes of Fmr1 KO showed abnormal localization of the 

vimentin intermediate filament (VIF). Scale bars, 50μm. 
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Figure 6. Depletion of mitochondrial components in extracellular vesicles (EVs) from cerebral cortices (A) and astrocytes 

(B) of Fmr1 KO mice. The expression of mitochondrial proteins including NRF1, ATP5A, ATPB, and VDAC1 was analyzed 

by western blot analysis of EVs isolated from the cortices (CX) (A) and astrocytes (AS) (B) inof WT and Fmr1 KO mice. 

Fold differences in expression were determined by measuring band densities with NIH ImageJ software. CD9 was used 

as an EVs marker and loading control. Each value represents the mean ± SD of three independent experiments. * p < 0.05; 

** p < 0.01 vs. WT mice. 

3. Discussion 

The alterations of mitochondrial proteins and  impaired energy homeostasis  in  the 

brains of Fmr1 KO mice suggest that mitochondrial dysfunction contributes to the patho‐

genesis of FXS [24–26]. In our study, levels of ATP synthase and mitochondrial membrane 

proteins were decreased  in mitochondria  from Fmr1 KO mouse brains, resulting  in re‐

duced MMPs in astrocytes. ATP synthase produces the energy necessary to maintain mi‐

tochondrial function, and other mitochondrial proteins are essential for regulating MMP 

generation and execution in mitochondria [27], thereby maintaining mitochondrial home‐

ostasis. The permeability of the mitochondrial membrane protein VDAC is regulated by 

interactions with VIF to maintain the MMP [28]. The interaction of mitochondria with VIF 

stabilizes their intracellular location and activity [29]. We found that VDAC1 expression 
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was decreased in the mitochondrial fraction from Fmr1 KO mouse astrocytes and that vi‐

mentin was more dispersed, observed at the endfeet of Fmr1 KO astrocytes, which may 

have contributed to the observed decrease in MMP. 

Recent studies have highlighted that one of the most effective forms of communica‐

tion forms between astrocytes and neurons occurs through EVs [30]. The EVs secreted by 

astrocytes inunder normal conditions are well known to have neurotrophic and neuro‐

protective properties. Astrocytes‐derived EVs  inunder  ischemic, oxidative stress, nutri‐

ent‐deprived, or thermal stress conditions have been shownreported to carry various fac‐

tors involved in increasing neuronal survival, guarding neurons against neurotransmitter 

toxicity, and promoting neurite outgrowth [31]. InBy contrast, inunder neurodegenerative 

disease conditions such as Alzheimer’s disease (AD), Parkinson’s disease (PD), and Am‐

yotrophic Lateral Sclerosis (ALS), astrocyte‐derived EVs have been suggested to have a 

role in spreadingcontribute to the spread of neuropathology or exacerbatingand the exac‐

erbation of  the extent of neurodegeneration  [32,33]. Astrocytes are more resistant  than 

neurons to acute external stresses, such as ischemia and hypoxia resulting from brain in‐

jury, and protect neuronal cell metabolism, ion balance, and signal transmission and even 

help  in neuronal  recovery  [34–36]. Furthermore, mitochondria‐derived  from astrocytes 

rescue  neurons whose mitochondria  are damaged  by  stroke  [10]. One mechanism  by 

which  they do  this may be by secreting  factors  important  for neurogenesis and neural 

function [37]. The treatment of culture medium of astrocytes from Fmr1 KO mice increases 

the percentage of large‐size neurospheres but not the number of neurospheres, indicating 

that proteins secreted by astrocytes affect neural proliferation and differentiation [38–40]. 

However, chronic stress reduces the proliferation of astrocytes in the amygdala and not 

in the hippocampus [41]. Reduced proliferation is associated with a decrease in MMP and 

mitochondrial mass caused by  loss of PTEN‐induced kinase 1  (PINK1)  [42]. This mito‐

chondrial serine/threonine‐protein kinase, encoded by the PINK1 gene, protects cells from 

stress‐induced mitochondrial dysfunction by binding with parkin and attaching  to  the 

depolarized mitochondria, causing autophagy. A previous study reported increased acti‐

vation of astrocytes in Fmr1 KO mice, observed as increases in GFAP expression and the 

number of astrocytes in the corpus callosum and reactive astrogliosis in cultured primary 

astrocytes [43]. Similarly, astrocyte activation was also observed in the cerebella of Fmr1 

KO mice [44]. In the present study, astrocytes from Fmr1 KO mice had reduced MMPs, 

which may be related to astrocytic activation and proliferation, but differs in vitro and in 

vivo. Further studies are needed to address the relationship between astrocyte activation 

and MMP in Fmr1 KO mice.   

Cortical neurons with reduced  intracellular ATP and viability are rescued by EVs 

containing functional mitochondria secreted from primary astrocytes [45]. The reduced 

expression of mitochondrial components in mitochondrial fractions observed in the pre‐

sent study was accompanied by a reduction of these proteins in EVs that were secreted 

into the extracellular milieu. Liquid chromatography‐mass spectrometry (LC‐MS) analy‐

sis confirmed the decrease in mitochondrial proteins in EVs derived from Fmr1 KO mice 

(data not shown). These data support an EV‐mediated transport of mitochondrial compo‐

nents. Other mechanisms have been proposed  to underlie the transfer of mitochondria 

between cells, including membrane aevulsions (during transcellular mitophagy) and tun‐

neling nanotubes [46]. Before being exported to the extracellular environment, toxic, ob‐

solete, or damaged mitochondrial material is loaded into endolysosomes for degradation 

of extracellular export via vesicles such as EVs. The presence of mitochondrial molecules 

in EVs is indirect evidence of the cross‐talk between mitochondria and the endolysosomal 

system [47]. Indeed, protein levels in EVs are dynamically regulated under different con‐

ditions [48]. For example, target proteins are decreased in EVs when the target protein is 

fairly translated into protein resulting small amount of total protein in the cytosol, or the 

target proteins are attenuated in cytosol not to be released [49].   
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In the present study, astrocytes from Fmr1 KO mice had reduced amounts of mito‐

chondrial proteins in mitochondrial fractions and EVs, including those important for mi‐

tochondrial biogenesis and transcriptional activities. However, these proteins were still 

detectable in moderate amounts in mitochondrial fractions compared with that in the EVs 

secreted  into  the  culture medium. Thus,  the mitochondrial proteins were possibly de‐

pleted from astrocytic EVs before their secretion with different mechanisms  in neurons 

and astrocytes. Further studies are needed to determine the precise mechanism(s) for the 

observed decrease in mitochondrial proteins, which could reflect a deficit in the intracel‐

lular trafficking from mitochondria to EVs or disruption of EVs formation. Moreover, to 

know moreunderstand better the complex physiological functions of astrocytes‐derived 

EVs, it iswill be crucial to clarify which EV components influence the progression of FXS 

pathology and its regulatory mechanism. 

In conclusion, we found that mitochondrial components are delivered through EVs 

but are diminished in EVs derived from cerebral cortices and those secreted from astro‐

cytes of Fmr1 KO mice. The depletion of mitochondrial proteins accompanies a decrease 

in the MMP, thereby contributing to mitochondrial dysfunction in astrocytes. These re‐

sults suggest that the interplay between mitochondria and EVs reflects mitochondrial dys‐

function of astrocytes associated with diseases.   

4. Materials and Methods   

4.1. Animal Maintenance   

All animal experiments were approved by the Institutional Animal Care & Use Com‐

mittee of the Korea Brain Research Institute (21 Feb 2019) and was registered (IACUC‐19‐

00012, 28 Feb 2019). All animal experiments were performed in accordance with the ap‐

proved animal protocols and guidelines established by the Korea Brain Research Institute 

(IACUC‐19‐00012). C57BL/6J WT and B6.129P2‐Fmr1tm1Cgr/J FXS model mice were pur‐

chased from the Jackson Laboratory. Mice were maintained on a C57Bl6/J background. 

Hemizygous male Fmr1 KO (Fmr1−/y) and wild‐type (WT, Fmr1+/y) mice were used at post‐

natal day two (P2) and at ten weeks. Mice were housed in a specific‐pathogen‐free facility 

with 12 h of light and 12 h of dark per day at an ambient temperature of 22 °C and relative 

humidity of 40% ± 5%. Food and water were provided ad libitum. 

4.2. Primary Astrocyte Cultures   

Cortical astrocytes were  isolated  from cerebral cortices dissected  from mice at P2. 

Briefly, the cortices were isolated from P2 mice brain and dissociated for 20 min at 37 °C 

in Dulbecco’s modified Eagle medium (Thermo Fisher, MA, USA), 0.1%  trypsin‐EDTA 

(GIBCO, MA, USA), 10% fetal bovine serum (Thermo Fisher), and 100 U/mL penicillin‐

streptomycin (GIBCO). After centrifugation at 2000 rpm for 1 min, cells were gently dis‐

sociated by pipetting and  then  filtered through a cell strainer. Cortical astrocytes were 

cultured in T75 flasks coated with poly‐L‐lysine for seven days. To eliminate microglia, 

neurons, and oligodendrocytes, astrocytes at confluency (at DIV7) were placed horizon‐

tally on a shaker platform with a medium covering the cells and shaken for 2 h at 350 rpm 

and then another 6 h after changing the medium. The supernatants were then removed, 

and astrocytes were transferred to a new T75 flask. Astrocytes were maintained for three 

weeks in culture before experimental use.   

4.3. qRT‐PCR Analysis   

Total RNA was isolated from cortical samples using the RNeasy Mini kit according 

to the manufacturer’s instructions (Qiagen, Hilden, Germany), and 1 μg was used to syn‐

thesize the  first strand of cDNA using the Superscript first‐strand synthesis system for 

qRT‐PCR  (Invitrogen). qRT‐PCRs were performed  in  triplicates using a FastStart SYBR 

green master mix in an ABI Prism 7300 sequence detection system (Applied Biosystems, 
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MA, USA). The expression levels of Nfe2l1, Nfe2l2, and Tfam relative to that of the endog‐

enous reference gene actin were calculated using the delta cycle threshold (ΔΔCT) method. 

To assess mitochondrial biogenesis, as described  in detail previously  [50], the ratios of 

mitochondrial ribosomal RNA (16S) and mt‐Co1 to nuclear gene ribosomal protein large 

p0 (RPLP0) were quantified by qRT‐PCR, assuming that RPLP0 levels remain constant. 

DNA was extracted from the cortex using a genomic DNA purification kit (Promega, WI, 

USA), according to the manufacturer’s instructions. SYBR green was used to measure ex‐

pression levels, and data were normalized against the expression of RPLP0 (ΔΔCT analy‐

sis). All primers are listed in Supplemental Table S1. 

4.4. Mitochondria Fractionation   

Cortices (P2 mice) and astrocytes (DIV27) were resuspended in extraction buffer from 

the Mitochondria isolation kit (Thermo Fisher) according to the manufacturer’s instruc‐

tions. After they were homogenized with a tissue grinder on ice, homogenates were cen‐

trifuged at 700 × g for 10 min at 4 °C, and the supernatant was collected and centrifuged 

12,000 × g again for 15 min at 4 °C. The resulting supernatant and pellet were collected 

and considered cytosolic and mitochondrial fractions, respectively. Both fractions were 

analyzed with the BCA assay method (Pierce, MA, USA) and subjected to SDS‐PAGE for 

western blot analysis. 

4.5. EVs Isolation and Purification   

To isolate cortical EVs, sliced cortices of 10‐ weeks‐ old mice were predigested with 

0.1% collagenase I (Worthington, NJ, USA) buffer including 0.001% DNase I (Sigma, MO, 

USA) and a protease inhibitor cocktail (Thermo Fisher) for 30 min at 37 °C in a hybridizer 

incubator.   

The digested cortical tissue was precipitated with 50% (w/v) polyethylene glycol 4000 

(Merck, MO, USA) overnight at 4 °C and centrifuged at 12,000 × g for 20 min at 4 °C. After 

removing  the  supernatant,  the pellet was  resuspended  in HEPES‐buffered  saline  (1 M 

HEPES, 5 M NaCl) and centrifuged again (12,000 × g, 20 min). The pellet was once again 

resuspended in HEPES‐buffered saline and then mixed with 50% (w/v) iodixanol (Opti‐

PrepTM, Axis‐Shield). Samples were purified through by buoyant density gradients of 5%, 

20%, and 30% iodixanol layers bygradient ultracentrifugation (200,000 × g, 2 h, 4 °C.). 

through layers of 5%, 20%, and 30% iodixanol. The EVs fraction was collected between 

the top and middle layers. 

To  isolate astrocyte EVs, the medium collected from astrocyte cultures was centri‐

fuged at 400 × g and 2000 × g for 10 min, sequentially, and then filtered through a 0.25‐μm 

syringe filter. Filtered samples were concentrated with a tangential flow filtration system 

with a 100 kDa molecular cutoff membrane (Pall Corporation, NY, USA). Concentrated 

samples were precipitated with 50% (w/v) polyethylene glycol 4000 (Merck) overnight at 

4 °C and centrifuged at 12,000 × g for 20 min at 4 °C. After that, after which all procedures 

were the same as cortical EVs isolation. 

4.6. Nanoparticle Tracking Analysis (NTA) 

The EVs samples were diluted 1:100 with HEPES‐buffered saline, and 500 μL was 

loaded into the chamber of a NanoSight LM10 (Malvern Panalytical, Malvern, UK). The 

number of particles per milliliter was calculated by NanoSight NTA 3.2 software. After 

NTA, EVs were identified by transmission electron microscopy and western blot analysis. 

4.7. Transmission Electron Microscopy (TEM) 

For  transmission  electron microscopy,  400 mesh  copper grids with  carbon‐coated 

formvar film (Electron Microscopy Sciences, EMS, PA, USA) were used. Six microliters of 

cortical EVs samples (1/3 diluted with distilled water) were placed on a grid and incubated 

for 5 to 10 min. After soaking, grids were serially washed, stained with 1% uranyl acetate 
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solution (EMS), and air‐dried. All used solutions were filtered through a 0.22 μm filter 

(Merck). Images were acquired by a high‐speed transmission electron microscope (Tecnai 

G2, FEI) at Brain Research Core Facilities in Korea Brain Research Institute. 

4.8. Western Blot Analysis   

Isolated cortices and cultured cortical astrocytes were lysed using protein lysis buffer 

(25 mM Tris‐HCl (pH 7.6), 150 mM NaCl, 1% NP‐40, 1% sodium deoxycholate, and 0.1% 

SDS) with a protease and phosphatase inhibitor cocktail (Thermo Fisher). Protein concen‐

trations were determined by the BCA assay method (Pierce). Protein samples were loaded 

on 8%–12% SDS‐PAGE gels and then transferred to polyvinylidene fluoride membranes 

(Millipore, MO, USA). The membranes were blocked with 5% skim milk for 1 h and then 

analyzed by western blotting using the antibodies listed in Supplemental Table S2. The 

western blot  images were acquired using a LAS 4000  imaging system (Fujifilm, Tokyo, 

Japan). For quantification, the images were scanned, and the intensities of protein bands 

were measured using NIH Image J software. 

4.9. Measurement of MMP 

The MMPs of astrocytes (DIV27) were determined by a MITO‐ID® membrane poten‐

tial detection kit (Enzo, NY, USA) according to the manufacturer’s protocol. Briefly, astro‐

cytes were stained with MITO‐ID® MP detection reagent solution for 30 min at 37 °C. As‐

trocytes  incubated with potent mitochondrial oxidative phosphorylation uncoupler  (40 

μM 2‐(2‐[3‐chlorophenyl]hydrazinylyidene) propanedinitrile) for 30 min were used as a 

negative control. After adding buffer B, astrocytes were imaged using an A1RSi confocal 

microscope system (Nikon) with a 40× lens objective. The MMP was assessed by quanti‐

fying the ratio of the intensity of orange fluorescence (emission wavelength 570 nm) to 

green fluorescence (emission wavelength 530 nm). 

4.10. Immunocytochemistry   

Cultured primary cortical astrocytes (DIV27) were briefly washed with phosphate‐

buffered saline (PBS) and then fixed with 4% paraformaldehyde in PBS. The cells were 

permeabilized with 0.25% Triton X‐100  in PBS and  incubated with PBS containing 10% 

donkey serum for 1 h. And then,The cells were then incubated with primary antibodies 

against vimentin (1:500) and GFAP (1:300) for 1 h at room temperature, followed by wash‐

ing and incubation with Alexa Fluor 488‐ or Alexa Fluor 594‐ conjugated anti‐IgG (Invi‐

trogen, 1:500) for 1 h. After three washes (5 min each) using PBS, cells were mounted in 

Vectashield mounting medium with DAPI  (Vector  laboratories, CA, USA)  for  fluores‐

cence analysis. The  images were acquired using an A1RSi confocal microscope system 

(Nikon, Tokyo, Japan) equipped with a 40× lens objective. 

4.11. Statistical Analysis 

Statistical significance was evaluated by an unpaired two‐tailed t‐test. All values 

are expressed as the mean ± SD.   
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Abbreviations 

AD  Alzheimer’s disease 

ALS  Amyotrophic Llateral Ssclerosis 

ASD  Autism spectrum disorders 

ATP5A  ATP synthase alpha‐subunit 

ATPB  ATP synthase beta‐subunit 

CD9  Cluster of Differentiation 9 

CD81  Cluster of Differentiation 81 

COX  Cytochrome c oxidase subunit 

ΔΔCT  Delta cycle threshold 

DIV  Days in vitro 

EVs  Extracellular vesicles 

FMRP  Fragile X mental retardation protein 

Fmr1 KO  Fmr1 knockout (Fmr1‐/y) 

FXS  Fragile X syndrome 

GFAP  Glial fibrillary acidic protein 

JC‐1  Tetraethyl benzimidazolyl carbocyanine iodide 

LC/MS  Liquid chromatography‐mass spectrometry 

MMP  Mitochondrial membrane potential 

MT‐CO1  COX subunit I encoded by mitochondrial DNA 

mtTFA  Mitochondrial transcription factor A 

NTA  Nanoparticle tracking analysis 

NRF‐1  Nuclear factor, erythroid derived 2, like 1 

NRF‐2  Nuclear factor, erythroid derived 2, like 2 

P2  Postnatal days 2 

PBS  Phosphate buffered saline 

PD  Parkinson’s disease 

PINK1  PTEN‐induced kinase 1 

RPLP0  Nuclear gene ribosomal protein large p0 

TEM  Transmission electron microscopy 

VDAC1  Voltage‐dependent anion‐selective channel 1 

VIF  Vimentin intermediate filament 

WT  Wild‐type (Fmr1+/y) 

References 

1. Saldarriaga, W.; Tassone, F.; Gonzalez‐Teshima, L.Y.; Forero‐Forero, J.V.; Ayala‐Zapata, S.; Hagerman, R. Fragile X syndrome. 

Colomb. Med. 2014, 45, 190–198, doi:10.25100/cm.v45i4.1810. 

2. Brown, V.; Jin, P.; Ceman, S.; Darnell, J.C.; O’Donnell, W.T.; Tenenbaum, S.A.; Jin, X.; Feng, Y.; Wilkinson, K.D.; Keene, J.D.; et 

al. Microarray identification of FMRP‐associated brain mRNAs and altered mRNA translational profiles in fragile X syndrome. 

Cell 2001, 107, 477–487, doi:10.1016/s0092‐8674(01)00568‐2. 

3. Schon,  E.A.;  Przedborski,  S. Mitochondria:  The  next  (neurode)generation.  Neuron  2011,  70,  1033–1053,  doi:10.1016/j.neu‐

ron.2011.06.003. 

4. Qin, M.; Kang, J.; Smith, C.B. Increased rates of cerebral glucose metabolism in a mouse model of fragile X mental retardation. 

Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2002, 99, 15758–15763, doi:10.1073/pnas.242377399. 

5. Davidovic, L.; Navratil, V.; Bonaccorso, C.M.; Catania, M.V.; Bardoni, B.; Dumas, M.E. A metabolomic and systems biology 

perspective on the brain of the fragile X syndrome mouse model. Genome Res. 2011, 21, 2190–2202, doi:10.1101/gr.116764.110. 

6. Lima‐Cabello, E.; Garcia‐Guirado, F.; Calvo‐Medina, R.; el Bekay, R.; Perez‐Costillas, L.; Quintero‐Navarro, C.; Sanchez‐Salido, 

L.; de Diego‐Otero, Y. An Abnormal Nitric Oxide Metabolism Contributes to Brain Oxidative Stress in the Mouse Model for the 

Fragile  X  Syndrome,  a  Possible  Role  in  Intellectual  Disability.  Oxidative  Med.  Cell.  Longev.  2016,  2016,  8548910, 

doi:10.1155/2016/8548910. 

7. el Bekay, R.; Romero‐Zerbo, Y.; Decara, J.; Sanchez‐Salido, L.; Del Arco‐Herrera, I.; Rodriguez‐de Fonseca, F.; de Diego‐Otero, 

Y. Enhanced markers of oxidative stress, altered antioxidants and NADPH‐oxidase activation in brains from Fragile X mental 

retardation  1‐deficient  mice,  a  pathological  model  for  Fragile  X  syndrome.  Eur.  J.  Neurosci.  2007,  26,  3169–3180, 

doi:10.1111/j.1460‐9568.2007.05939.x. 

8. Lumaban, J.G.; Nelson, D.L. The Fragile X proteins Fmrp and Fxr2p cooperate to regulate glucose metabolism in mice. Hum. 

Mol. Genet. 2015, 24, 2175–2184, doi:10.1093/hmg/ddu737. 

메모 포함[M53]: We have layout the references, 

please do not change the form. 



Int. J. Mol. Sci. 2021, 22, x FOR PEER REVIEW  15  of  16 
 

 

9. Shen, M.; Wang, F.; Li, M.; Sah, N.; Stockton, M.E.; Tidei, J.J.; Gao, Y.; Korabelnikov, T.; Kannan, S.; Vevea, J.D.; et al. Reduced 

mitochondrial fusion and Huntingtin levels contribute to impaired dendritic maturation and behavioral deficits in Fmr1‐mutant 

mice. Nat. Neurosci. 2019, 22, 386–400, doi:10.1038/s41593‐019‐0338‐y. 

10. Hayakawa, K.; Esposito, E.; Wang, X.; Terasaki, Y.; Liu, Y.; Xing, C.; Ji, X.; Lo, E.H. Transfer of mitochondria from astrocytes to 

neurons after stroke. Nature 2016, 535, 551–555, doi:10.1038/nature18928. 

11. Dong, L.F.; Kovarova, J.; Bajzikova, M.; Bezawork‐Geleta, A.; Svec, D.; Endaya, B.; Sachaphibulkij, K.; Coelho, A.R.; Sebkova, 

N.; Ruzickova, A.; et al. Horizontal transfer of whole mitochondria restores tumorigenic potential in mitochondrial DNA‐defi‐

cient cancer cells. Elife 2017, 6, e22187, doi:10.7554/eLife.22187. 

12. Morrison, T.J.; Jackson, M.V.; Cunningham, E.K.; Kissenpfennig, A.; McAuley, D.F.; OʹKane, C.M.; Krasnodembskaya, A.D. 

Mesenchymal Stromal Cells Modulate Macrophages in Clinically Relevant Lung Injury Models by Extracellular Vesicle Mito‐

chondrial Transfer. Am. J. Respir. Crit. Care Med. 2017, 196, 1275–1286, doi:10.1164/rccm.201701‐0170OC. 

13. Soto‐Heredero, G.; Baixauli, F.; Mittelbrunn, M. Interorganelle Communication between Mitochondria and the Endolysosomal 

System. Front. Cell Dev. Biol. 2017, 5, 95, doi:10.3389/fcell.2017.00095. 

14. Phinney, D.G.; Di Giuseppe, M.; Njah, J.; Sala, E.; Shiva, S.; St Croix, C.M.; Stolz, D.B.; Watkins, S.C.; Di, Y.P.; Leikauf, G.D; et 

al. Mesenchymal stem cells use extracellular vesicles to outsource mitophagy and shuttle microRNAs. Nat. Commun. 2015, 6, 

8472, doi:10.1038/ncomms9472. 

15. Jang, S.C.; Crescitelli, R.; Cvjetkovic, A.; Belgrano, V.; Olofsson Bagge, R.; Sundfeldt, K.; Ochiya, T.; Kalluri, R.; Lotvall, J. Mito‐

chondrial protein enriched extracellular vesicles discovered in human melanoma tissues can be detected in patient plasma. J. 

Extracell. Vesicles 2019, 8, 1635420, doi:10.1080/20013078.2019.1635420. 

16. Hessvik, N.P.;  Llorente, A. Current  knowledge  on  exosome  biogenesis  and  release.  Cell. Mol.  Life  Sci.  2018,  75,  193–208, 

doi:10.1007/s00018‐017‐2595‐9. 

17. Liu, S.; Hossinger, A.; Gobbels, S.; Vorberg, I.M. Prions on the run: How extracellular vesicles serve as delivery vehicles for self‐

templating protein aggregates. Prion 2017, 11, 98–112, doi:10.1080/19336896.2017.1306162. 

18. Eitan, E.; Hutchison, E.R.; Marosi, K.; Comotto, J.; Mustapic, M.; Nigam, S.M.; Suire, C.; Maharana, C.; Jicha, G.A.; Liu, D.; et al. 

Extracellular Vesicle‐Associated Aβ Mediates Trans‐Neuronal Bioenergetic and Ca2+‐Handling Deficits in Alzheimer’s Disease 

Models. NPJ Aging Mech. Dis. 2016, 2, 16019, doi:10.1038/npjamd.2016.19. 

19. Polanco, J.C.; Scicluna, B.J.; Hill, A.F.; Gotz, J. Extracellular Vesicles Isolated from the Brains of rTg4510 Mice Seed Tau Protein 

Aggregation in a Threshold‐dependent Manner. J. Biol. Chem. 2016, 291, 12445–12466, doi:10.1074/jbc.M115.709485. 

20. Gosselin, R.D.; Meylan, P.; Decosterd, I. Extracellular microvesicles from astrocytes contain functional glutamate transporters: 

Regulation by protein kinase C and cell activation. Front. Cell. Neurosci. 2013, 10, 251, doi:10.3389/fncel.2013.00251. 

21. 21     Wang, S.; Cesca, F.; Loers, G.; Schweizer, M.; Buck, F.; Benfenati, F.; Schachner, M.; Kleene, R. Synapsin I is an oligoman‐

nose‐carrying glycoprotein, acts as an oligomannose‐binding  lectin, and promotes neurite outgrowth and neuronal survival 

when released via glia‐derived exosomes. J. Neurosci. 2011, 31, 7275–7290, doi:10.1523/JNEUROSCI.6476‐10.2011. 

22. Ignatenko, O.; Chilov, D.; Paetau, I.; de Miguel, E.; Jackson, C.B.; Capin, G.; Paetau, A.; Terzioglu, M.; Euro, L.; Suomalainen, A. 

Loss of mtDNA activates astrocytes and leads to spongiotic encephalopathy. Nat. Commun. 2018, 9, 70, doi:10.1038/s41467‐017‐

01859‐9. 

23. Brennan, K.; Martin, K.; FitzGerald, S.P.; OʹSullivan,  J.; Wu, Y.; Blanco, A.; Richardson, C.; Mc Gee, M.M. A comparison of 

methods for the isolation and separation of extracellular vesicles from protein and lipid particles in human serum. Sci. Rep. 2020, 

10, 1039, doi:10.1038/s41598‐020‐57497‐7. 

24. Tang, B.; Wang, T.; Wan, H.; Han, L.; Qin, X.; Zhang, Y.; Wang, J.; Yu, C.; Berton, F.; Francesconi, W.; et al. Fmr1 deficiency 

promotes  age‐dependent  alterations  in  the  cortical  synaptic  proteome.  Proc. Natl. Acad.  Sci. USA  2015,  112, E4697–E4706, 

doi:10.1073/pnas.1502258112. 

25. D’Antoni, S.; de Bari, L.; Valenti, D.; Borro, M.; Bonaccorso, C.M.; Simmaco, M.; Vacca, R.A.; Catania, M.V. Aberrant mitochon‐

drial bioenergetics in the cerebral cortex of the Fmr1 knockout mouse model of fragile X syndrome. Biol. Chem. 2020, 401, 497–

503, doi:10.1515/hsz‐2019‐0221. 

26. Bechara, E.G.; Didiot, M.C.; Melko, M.; Davidovic, L.; Bensaid, M.; Martin, P.; Castets, M.; Pognonec, P.; Khandjian, E.W.; Moine, 

H.;  et  al.  A  novel  function  for  fragile  X mental  retardation  protein  in  translational  activation.  PLoS  Biol.  2009,  7,  e16, 

doi:10.1371/journal.pbio.1000016. 

27. Zorova, L.D.; Popkov, V.A.; Plotnikov, E.Y.; Silachev, D.N.; Pevzner, I.B.; Jankauskas, S.S.; Babenko, V.A.; Zorov, S.D.; Balaki‐

reva, A.V.; Juhaszova, M.; et al. Mitochondrial membrane potential. Anal. Biochem. 2018, 552, 50–59, doi:10.1016/j.ab.2017.07.009. 

28. Kuznetsov, A.V.; Javadov, S.; Grimm, M.; Margreiter, R.; Ausserlechner, M.J.; Hagenbuchner, J. Crosstalk between Mitochon‐

dria and Cytoskeleton in Cardiac Cells. Cells 2020, 9, 222, doi:10.3390/cells9010222. 

29. Chernoivanenko, I.S.; Matveeva, E.A.; Gelfand, V.I.; Goldman, R.D.; Minin, A.A. Mitochondrial membrane potential is regu‐

lated by vimentin intermediate filaments. FASEB J. 2015, 29, 820–827, doi:10.1096/fj.14‐259903. 

30. Upadhya, R.; Zingg, W.; Shetty, S.; Shetty, A.K. Astrocyte‐derived extracellular vesicles: Neuroreparative properties and role 

in the pathogenesis of neurodegenerative disorders. J. Control. Release 2020, 323, 225–239, doi:10.1016/j.jconrel.2020.04.017. 

31. Moidunny, S.; Vinet, J.; Wesseling, J.; Bijzet, J.; C. H. Shieh.; van Ijzendoorn, S.C.; Bezzi, P.; Boddeke, H.W.; Biber, K. Adenosine 

A2B receptor‐mediated  leukemia  inhibitory  factor release  from astrocytes protects cortical neurons against excitotoxicity.  J. 

Neuroinflamm. 2012, 9, 198, doi:10.1186/1742‐2094‐9‐198. 



Int. J. Mol. Sci. 2021, 22, x FOR PEER REVIEW  16  of  16 
 

 

32. Schiera, G.; Liegro, C.M. Di.; Liegro, I. Di. Extracellular membrane vesicles as vehicles for brain cell‐to‐cell interactions in phys‐

iological as well as pathological conditions. Biomed. Res. Int. 2015, 2015, 152926, doi:10.1155/2015/152926. 

33. Silverman, J.M.; Christy, D.; Shyu, C.C.; Moon, K.M.; Fernando, S.; Gidden, Z.; Cowan, C.M.; Ban, Y.; Stacey, R.G.; Grad, L.I.; et 

al. CNS‐derived extracellular vesicles from superoxide dismutase 1 (SOD1)G93A ALS mice originate from astrocytes and neurons 

and carry misfolded SOD1. J. Biol. Chem. 2019, 294, 3744–3759, doi:10.1074/jbc.RA118.004825. 

34. Bylicky, M.A.; Mueller, G.P.; Day, R.M. Mechanisms of Endogenous Neuroprotective Effects of Astrocytes in Brain Injury. Oxid. 

Med. Cell. Longev. 2018, 2018, 6501031, doi:10.1155/2018/6501031. 

35. Zhou, Y.; Shao, A.; Yao, Y.; Tu, S.; Deng, Y.; Zhang, J. Dual roles of astrocytes in plasticity and reconstruction after traumatic 

brain injury. Cell Commun. Signal. 2020, 18, 62, doi:10.1186/s12964‐020‐00549‐2. 

36. Chen, W.; Zheng, P.; Hong, T.; Wang, Y.; Liu, N.; He, B.; Zou, S.; Ren, D.; Duan, J.; Zhao, L.; et al. Astrocytes‐derived exosomes 

induce neuronal recovery after traumatic brain injury via delivering gap junction alpha 1‐20 k. J. Tissue Eng. Regen. Med. 2020, 

14, 412–423, doi:10.1002/term.3002. 

37. Araki, T.; Ikegaya, Y.; Koyama, R. The effects of microglia‐ and astrocyte‐derived factors on neurogenesis in health and disease. 

Eur. J. Neurosci. 2020, doi:10.1111/ejn.14969. 

38. Song, H.;  Stevens, C.F.; Gage,  F.H. Astroglia  induce  neurogenesis  from  adult  neural  stem  cells. Nature  2002,  417,  39–44, 

doi:10.1038/417039a. 

39. Sourial, M.; Doering, L.C. Astrocyte‐Secreted Factors Selectively Alter Neural Stem and Progenitor Cell Proliferation  in  the 

Fragile X Mouse. Front. Cell. Neurosci. 2016, 10, 126, doi:10.3389/fncel.2016.00126. 

40. Barres, B.A. The mystery  and magic of glia: A perspective on  their  roles  in health  and disease. Neuron  2008,  60, 430–440, 

doi:10.1016/j.neuron.2008.10.013. 

41. Naskar, S.; Chattarji, S. Stress Elicits Contrasting Effects on the Structure and Number of Astrocytes in the Amygdala versus 

Hippocampus. eNeuro 2019, 6, doi:10.1523/ENEURO.0338‐18.2019. 

42. Choi, I.; Kim, J.; Jeong, H.K.; Kim, B.; Jou, I.; Park, S.M.; Chen, L.; Kang, U.J.; Zhuang, X.; Joe, E.H. PINK1 deficiency attenuates 

astrocyte proliferation through mitochondrial dysfunction, reduced AKT and increased p38 MAPK activation, and downregu‐

lation of EGFR. Glia 2013, 61, 800–812, doi:10.1002/glia.22475. 

43. Lee, F.H.F.; Lai, T.K.Y.; Su, P.; Liu, F. Altered cortical Cytoarchitecture in the Fmr1 knockout mouse. Mol. Brain 2019, 12, 56, 

doi:10.1186/s13041‐019‐0478‐8. 

44. Pacey, L.K.; Guan, S.; Tharmalingam, S.; Thomsen, C.; Hampson, D.R. Persistent astrocyte activation  in the fragile X mouse 

cerebellum. Brain Behav. 2015, 5, e00400, doi:10.1002/brb3.400. 

45. Falchi, A.M.; Sogos, V.; Saba, F.; Piras, M.; Congiu, T.; Piludu, M. Astrocytes shed large membrane vesicles that contain mito‐

chondria, lipid droplets and ATP. Histochem. Cell. Biol. 2013, 139, 221–231, doi:10.1007/s00418‐012‐1045‐x. 

46. Torralba, D.; Baixauli, F.; Sanchez‐Madrid, F. Mitochondria Know No Boundaries: Mechanisms and Functions of Intercellular 

Mitochondrial Transfer. Front. Cell. Dev. Biol. 2016, 4, 107, doi:10.3389/fcell.2016.00107. 

47. Picca, A.; Guerra, F.; Calvani, R.; Coelho‐Junior, H.J.; Bossola, M.; Landi, F.; Bernabei, R.; Bucci, C.; Marzetti, E. Generation and 

Release of Mitochondrial‐Derived Vesicles in Health, Aging and Disease. J. Clin. Med. 2020, 9, 1440, doi:10.3390/jcm9051440. 

48. Yanez‐Mo, M.; Siljander, P.R.; Andreu, Z.; Zavec, A.B.; Borras, F.E.; Buzas, E.I.; Buzas, K.; Casal, E.; Cappello, F.; Carvalho, J.; 

et  al.  Biological  properties  of  extracellular  vesicles  and  their  physiological  functions.  J.  Extracell.  Vesicles  2015,  4,  27066, 

doi:10.3402/jev.v4.27066. 

49. Abels, E.R.; Breakefield, X.O. Introduction to Extracellular Vesicles: Biogenesis, RNA Cargo Selection, Content, Release, and 

Uptake. Cell. Mol. Neurobiol. 2016, 36, 301–312, doi:10.1007/s10571‐016‐0366‐z. 

50. Quiros, P.M.; Goyal, A.; Jha, P.; Auwerx, J. Analysis of mtDNA/nDNA Ratio in Mice. Curr. Protoc. Mouse Biol. 2017, 7, 47–54, 

doi:10.1002/cpmo.21. 

메모 포함[M54]: Newly added information, please 

confirm. 

메모 포함[hbg55R54]: confirmed 



페이지 1: [1] 메모 포함[M11]   MDPI   2020-12-29 PM 1:48:00 

Please check all author names carefully. 
 

페이지 1: [2] 메모 포함[M13]   MDPI   2020-12-29 PM 12:31:00 

Please add post code. (or zip code in the US). 
 

페이지 1: [3] 메모 포함[M15]   MDPI   2020-12-29 PM 2:52:00 

The positions of affiliation 2 and 3 have been changed, please confirm. 
 

페이지 1: [4] 메모 포함[M18]   MDPI   2020-12-29 PM 2:04:00 

Please add post code. (or zip code in the US). 
 

페이지 1: [5] 메모 포함[M22]   MDPI   2021-01-01 AM 10:49:00 

Please double check if the manuscript content is correct. 
 

페이지 1: [6] 메모 포함[M24]   MDPI   2021-01-01 AM 10:49:00 

Please  ensure  that  all unfamiliar  abbreviations  are defined  the  first  time  they’re used,  both  in  the 

abstract and main body, as well any figure subtitles/captions of an article. 

Please check the full text. 
 

페이지 13: [7] 메모 포함[M50]   MDPI   2020-12-23 AM 10:24:00 

Please add  ʺInformed consent was obtained  from all subjects  involved  in  the study.ʺ OR  ʺPatient consent was 

waived due to REASON (please provide a detailed justification).ʺ OR “Not applicable” for studies not involving 

humans. 
 

페이지 13: [8] 메모 포함[M52]   MDPI   2020-12-23 AM 10:24:00 

please  refer  to  suggested  Data  Availability  Statements  in  section  “MDPI  Research  Data  Policies”  at 

https://www.mdpi.com/ethics. 
 

 


