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Avant-Propos

Le cerveau est le centre du systéme nerveux. Il contréle I’ensemble de nos
mouvements, de nos émotions, de nos pensées et régule des fonctions involontaires
comme la respiration ou le métabolisme. Le cerveau agit par I’intermédiaire d’un réseau
cellulaire formé de milliards de neurones. Ces cellules nerveuses communiquent entre
elles par des signaux électrochimiques, appelés influx nerveux, qui résultent de
mouvements ioniques fins a travers les membranes neuronales. La régulation précise de
I’environnement liquidien du cerveau, appelée homéostasie cérébrale, est donc cruciale
pour permettre une bonne signalisation neuronale. L’homéostasie cérébrale est
notamment assurée par 1’action de plusieurs barriéres cellulaires a perméabilité sélective,
appelées interfaces sang-cerveau, qui controlent les échanges entre le sang et le systéme
nerveux central (SNC). Ces interfaces sang-cerveau limitent également 1’entrée dans le
compartiment cérébral de composés toxiques circulant dans le sang pouvant avoir une
action délétere directe sur les cellules neurales. Les caractéristiques et propriétés de ces
interfaces sang-cerveau ¢évoluent du développement jusqu’a 1’age adulte, ce qui

permettrait de répondre aux besoins physiologiques spécifiques de chaque stade de la vie.

Certains stress de type oxydant, inflammatoire/infectieux ou toxique (endogene,
médicamenteux ou environnemental) sont susceptibles de perturber ’activité cérébrale.
Au cours de la période périnatale, de tels stress peuvent nuire au développement du
cerveau, encore en pleine maturation. Des pathologies périnatales comme
I’hyperbilirubinémie (jaunisse du nourrisson), 1’inflammation, 1’hypoxie-ischémie du
nourrisson, ou les intoxications médicamenteuses et environnementales sont ainsi a
I’origine de troubles de la synaptogenese, de la myélinisation et de 1’organisation des

réseaux neuronaux.

Notre hypothése est que les interfaces sang-cerveau limitent les effets déléteres
centraux de ces événements pathologiques périnataux. Des séquelles neurologiques
durables peuvent néanmoins apparaitre lorsque les capacités de protection de ces

interfaces sont dépassées ou que leur fonctionnement est altéré.

Ce travail de these s’inscrit dans la caractérisation des mécanismes neuroprotecteurs

siégeant au sein des interfaces sang-cerveau efficaces des le stade périnatal, et dans
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I’identification des voies d’induction capables d’activer ces mécanismes chez le
nourrisson et I’enfant. Mes recherches permettront de trouver les clés nécessaires au
développement de nouvelles stratégies thérapeutiques pour prévenir les déficiences

neurologiques d’origine périnatale.
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1. Handicaps neurodéveloppementaux d’origine périnatale

1.1. Définitions et données de prévalence

L’Organisation mondiale de la santé a défini le handicap comme « les déficiences, les
limitations d’activités ou les restrictions de participation » (OMS, 2001). Le handicap

peut étre moteur, sensoriel, intellectuel, comportemental, psychiatrique ou multiple.

Le handicap touche pres de 95 millions d’enfants 4gés de 0 a 14 ans (5,1 %) a travers
le monde, parmi lesquels 13 millions (0,7 %) présentent un handicap sévere (OMS,
2011). La majorité des handicaps de I’enfant résulterait d’évenements pathologiques
survenant avant la premi¢re année de vie. En fonction de la période de survenue de
I’anomalie a I’origine du handicap, on distingue les handicaps d’origine pré-, péri- et
postnatale (Inserm, 2004b). Il existe également des handicaps idiopathiques, qui ne
peuvent étre reliés a aucun évenement pathologique précis survenu au cours de ces
périodes de développement. La définition des périodes pré-, péri- et postnatale, et donc
des différents types de handicaps, différent parfois selon les auteurs. Il convient donc de

les redéfinir ici (Inserm, 2004b) :

> Les handicaps d’origine prénatale trouvent leur étiologie entre la conception et la
28°m gemaine de gestation. Ces handicaps peuvent étre dus a des anomalies
chromosomiques (e.g. syndrome de Down), génétiques ou a des embryofcetopathies
infectieuses de survenue précoce (e.g. toxoplasmose).

> La période périnatale, aussi appelée péri-néonatale, est la période comprise entre la
29¢me gemaine de grossesse et le 28°™ jour de vie de I’enfant. Les handicaps
d’origine périnatale peuvent résulter de I’exposition du feetus ou du nourrisson a
des stress oxydants (e.g. hypoxie-ischémie du nourrisson), inflammatoires,
infectieux, toxiques (e.g. bilirubine endogeéne, méthylmercure) ou encore
médicamenteux (e.g. médicaments antiépileptiques), communément regroupés sous
le terme de pathologies périnatales (ou événements pathologiques de la période

périnatale).
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> Les handicaps d’origine postnatale se rapportent a des événements survenus apres
le 28°™ jour de vie de I’enfant. Il peut s’agir d’infections, de tumeurs ou de

traumatismes par exemple.

En France, 1 % des enfants 4gés de 7 a 8 ans sont porteurs d’un handicap sévere, qui
dans la moitié€ des cas est d’origine périnatale (Inserm, 2004a). La majorité des handicaps
d’origine périnatale sont de type neurodéveloppementaux, c’est-a-dire que la pathologie
périnatale a 1’origine du handicap a perturbé le développement cérébral. Ces handicaps
neurodéveloppementaux d’origine périnatale incluent notamment les paralysies

cérébrales, 1’épilepsie, les déficiences intellectuelles et sensorielles, et les autismes.

Les pathologies périnatales a composante inflammatoire pourraient également avoir
un réle important dans I’apparition de maladies psychiatriques et neurodégénératives
chez I’adulte (e.g. schizophrénie, Alzheimer, Parkinson, sclérose en plaques) (Stolp &
Dziegielewska, 2009; Stolp et al., 2013). L’inflammation périnatale pourrait augmenter
la susceptibilité cérébrale aux médicaments, aux toxiques, et méme au processus
physiologique du vieillissement, en induisant la mort de cellules neurales a des périodes
critiques du développement cérébral, ou en altérant de fagon durable les fonctions des

interfaces sang-cerveau.

1.2. Etiologies

1.2.1. Pathologies périnatales

L’origine du handicap de I’enfant est souvent difficile a déterminer, elle n’est
retrouvée que dans un tiers des cas environ (RHEOP, 2017). Mieux connaitre 1’étiologie
des handicaps neurodéveloppementaux est pourtant nécessaire au développement de
mesures et traitements prophylactiques permettant de limiter [’apparition de ces séquelles

neurologiques durables.

Selon I’expertise Déficiences ou handicaps d’origine périnatale publiée en 2004 par
I’Institut national de la santé et de la recherche médicale (Inserm), les principales

pathologies périnatales a 1’origine de handicap sont les suivantes (Inserm, 2004a) :
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> prématurité (séquelles liées a 1’age gestationnel et au poids de naissance, aux
complications de la prématurité, essentiellement des lésions cérébrales, et des
dysplasies broncho-pulmonaires) ;

> retard de croissance pré- et postnatale ;

> gémellité (surtout les jumeaux monochondriaux) ;

> asphyxie périnatale ;

> feetopathies toxiques (e.g. alcool, drogues, tabac, certains médicaments) ;

> infections périnatales (e.g. méningo-encéphalites, chorioamniotites) ;

> accidents neurologiques divers (e.g. accident vasculaire cérébral, traumatisme,

hémorragie intracranienne spontanée ou traumatique).

L’impact individuel de chacun de ces facteurs de risque est difficile a évaluer. En effet,
I’origine du handicap est souvent multifactorielle. Par exemple, la plupart des enfants
présentant une paralysie cérébrale des suites d’une infection périnatale avaient é¢galement

souffert d’une asphyxie périnatale (Inserm, 2004a).

Ces pathologies périnatales, bien que variées, sont toutes liées a un stress oxydant,
inflammatoire/infectieux ou toxique (endogene, environnemental ou médicamenteux).
Ce travail de these s’intéresse principalement aux composantes oxydantes et toxiques des

pathologies périnatales.

1.2.2. Stress oxydant

Le stress oxydant correspond a un déséquilibre entre la production d’espéces pro-
oxydantes! et la capacité antioxydante des mécanismes de défense de ’organisme. Ce
stress, a 1’origine de dommages cellulaires importants (cassures des brins d’ADN,
peroxydation lipidique, modifications protéiques), peut étre généré par des sources
exogenes ou endogénes. Les sources exogenes de stress oxydant sont nombreuses :
pollution atmosphérique, fumée de cigarette, alcool, métaux lourds (e.g. plomb), certains

médicaments (e.g. cyclosporine, gentamycine), alimentation (e.g. viandes fumées, huiles

I Espéces pro-oxydantes : Egalement appelées « espéces réactives de Ioxygeéne et de I’azote », elles
désignent les radicaux-libres (e.g. anion superoxyde Oz, radical hydroxyl OH-, oxyde nitrique NO-) et les
molécules oxygénées non radicalaires (e.g. peroxyde d’hydrogéne H>O:, peroxydes lipidiques).
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de friture)... Les sources endogénes de stress oxydant sont par exemple une inflammation,

une infection, une ischémie, ou un exercice physique excessif.

Les enfants prématurés et les nouveau-nés, du fait de leurs caractéristiques
physiologiques, sont plus susceptibles que les adultes d’étre sujets au stress oxydant
(Ozsurekei & Aykac, 2016; Perrone et al., 2015). Ils présentent notamment des défenses
antioxydantes relativement réduites (e.g. vitamine E, B-caroténe) et un taux de fer libre

plasmatique plus élevé pouvant amplifier le stress oxydant (réaction de Fenton).

Le stress oxydant serait impliqué dans la physiopathologie de nombreuses pathologies
périnatales telles que 1’hypoxie-ischémie du nourrisson ou I’entérocolite nécrosante
(Gitto et al., 2002; Ozsurekci & Aykac, 2016). Le cerveau en développement est
particuliérement sensible a ce stress: il est relativement déficient en enzymes
antioxydantes et les membranes neuronales sont riches en acides gras polyinsaturés

(aisément oxydables) (Buonocore Giuseppe et al., 2001; Perrone et al., 2015).

1.2.3. Stress toxique

Le stress toxique peut étre généré par une multitude de composés chimiques,
exogenes ou endogenes. Chaque composé chimique (ou famille de composé chimique)
a son propre mode d’action. Le stress toxique est donc particulierement difficile a prédire

et a traiter.

Le Tableau 1 présente quelques exemples de composés chimiques exogeénes mis en
cause ou suspectés dans [’apparition de troubles neurodéveloppementaux et
neurologiques apres exposition in utero ou au cours de ’enfance (Giordano & Costa,
2012). Ces composés toxiques peuvent notamment é&tre des polluants
environnementaux. Un exemple historique marquant est le méthylmercure qui est li¢ a
’apparition de la maladie de Minamata. Au milieu du XX°™ si¢cle, la consommation par
des femmes enceintes de poissons contaminés au méthylmercure dans la baie de
Minamata (Japon) a conduit a la naissance de trés nombreux enfants présentant des
troubles neurodéveloppementaux importants (parésie spastique, retard mental,

dyskinésie, convulsions, troubles de la parole). Le mécanisme d’action toxique du
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méthylmercure est lié a sa grande affinité pour les groupements thiol de nombreuses
protéines et enzymes, ce qui impacte de multiples processus cellulaires (e.g. apoptose,
prolifération cellulaire, migration neuronale) (Giordano & Costa, 2012). Actuellement,
I’impact des pesticides sur le développement cérébral est beaucoup étudié et largement
débattu (Burns et al., 2013; Inserm, 2013; Roberts et al., 2018). L’exposition a ces
produits phytosanitaires pourrait étre a I’origine de troubles comportementaux (e.g.
troubles de I’attention, autisme), augmenterait le risque de tumeurs cérébrales de I’enfant,

et sensibiliserait le cerveau a des stress ultérieurs (Inserm, 2013; Roberts et al., 2018).

Tableau 1 | Exemples de toxiques neurodéveloppementaux exogénes.

dice de neurotoxicité développementale
Catégorie Composé : :
Animal Humain

Métal Méthylmercure AEEEEF ot
Plomb AEEERF HHEH
Manganése ot 4+
Arsenic AR ++
Solvant Ethanol o+ NI
Toluéne -+ e
Pesticides Organophosphorés (variés) =r ++
Organochlorés (e.g. DTT, dieldrine) 4 -
Herbicides (e.g. paraquat) 4 -
Fongicides (e.g. manebe) A -
Autres PCB F+ -+
contaminants PBDE +++ +
Phtalates ++ T+
Bisphenol A ++ -
PFOS/PFOA + -
Toxines naturelles Acide domoique ++ --
Médicaments Anti-épileptiques -+ -+
Stupéfiants Cocaine ++ ++

Les symboles (+ et -) ont ét¢ attribués arbitrairement par les auteurs.

Abréviations : DTT : dichlorodiphényltrichloroéthane, PBDE : polybromodiphényléther, PCB :
polychlorobiphényle, PFOS : perfluorooctane sulfonate, PFOA : acide de perfluorooctane.

D’apres (Giordano & Costa, 2012).

Les substances psychoactives a usage récréatif (e.g. alcool, cocaine) et les
médicaments (e.g. anesthésiques, antiépileptiques) peuvent également étre a 1’origine de
troubles neurodéveloppementaux. Par exemple, I’exposition prénatale a 1’alcool peut

engendrer le syndrome d’alcoolisation feetale (dysmorphie cranio-faciale, hypotrophie
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staturo-pondérale, malformations osseuses et viscérales, anomalies psychomotrices,
retard mental léger, troubles du comportement). L’alcool entrainerait une apoptose
neuronale, un dysfonctionnement des cellules gliales du feetus ainsi que des anomalies
placentaires (e.g. diminution du flux sanguin, réduction du transfert de nutriments)

(Sapin, 2008).

Certains composés endogenes peuvent également générer des stress toxiques. Par
exemple, la bilirubine, produit de dégradation de ’hémoglobine, est neurotoxique a forte

concentration.

1.3. Traitements pédiatriques

De fagon générale, 1’arsenal thérapeutique disponible en pédiatrie est trés limité. Non
seulement peu de médicaments sont développés pour répondre aux besoins spécifiques
de la population pédiatrique, mais en plus les médicaments destinés a la population
générale (15 a 75 ans) sont trés souvent contre-indiqués dans la population pédiatrique
(Ghersi-Egea, Saudrais, et al., 2018). En effet, ’autorisation de mise sur le marché
(AMM) de la plupart des médicaments ne comporte que peu ou pas d'informations
précises sur I’efficacite, la sécurité, la pharmacocinétique et la pharmacodynamie de ces
traitements chez I’enfant. Ce manque d’information concerne également les traitements

prescrits aux femmes enceintes et allaitantes.

Par manque d’alternatives thérapeutiques, la prescription de médicaments hors des
spécifications prévues par leurs AMM est courante chez les enfants et les femmes
enceintes. Ces prescriptions correspondent a ['usage d’un médicament pour
une indication autre que celle(s) fixée(s) par son AMM, par une voie d’administration ou
avec un dosage (inférieur ou supérieur) différents de ceux recommandés, ou encore au
non-respect de 1’dge minimal ou des contre-indications. Les prescriptions hors-AMM
concernent 45 a 60 % des médicaments prescrits en pédiatrie en Europe ; elles sont
particulierement fréquentes chez les prématurés (90 %) et les enfants en état critique

admis en unité de soins intensifs (EMA, 2010).
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La population pédiatrique présente pourtant des caractéristiques spécifiques qui
rendent extrémement délicate I’extrapolation des données obtenues chez 1’adulte (Autret-
Leca, 2010; Elzagallaai et al., 2017; Ghersi-Egea, Saudrais, et al., 2018). Les
caractéristiques pharmacocinétiques de I’enfant, détaillées ci-apres, illustrent bien la
difficulté de ces adaptations posologiques. L’étape d’absorption aprés administration par
voie orale, percutanée, pulmonaire ou intramusculaire, est différente chez les enfants et
en particulier chez les nouveau-nés. Par exemple, leur surface cutanée est
proportionnellement supérieure a celle de I’adulte et leur épiderme est plus fin, ce qui
augmente significativement 1’absorption percutanée et donc le risque de surdosage. Le
volume de distribution est globalement plus large chez I’enfant. La concentration
plasmatique en albumine est par exemple inférieure chez les nouveau-nés, ce qui induit
une sensibilité accrue aux médicaments fortement liés aux protéines (e.g. sulfamides,
ceftriaxone). Les interfaces sang-cerveau, qui contrélent la distribution cérébrale de
nombreux médicaments, présentent des caractéristiques développementales différentes
de celles de I’adulte (Ghersi-Egea, Saudrais, et al., 2018). L’¢étape de métabolisation se
fait par des enzymes dont I’expression et I’activité évoluent de fagon importante au cours
du développement. Par exemple, le paracétamol est uniquement métabolis¢ par la
sulfotransférase a la naissance puisque la glucuronyl transférase est immature ; la demi-
vie du paracétamol est augmentée ce qui nécessite 1’espacement des prises. Concernant
la phase d’élimination, la fonction rénale (filtration glomérulaire, sécrétion tubulaire)

n’est mature qu’apres 1 an (Elzagallaai et al., 2017).

La prescription de médicaments hors-AMM en pédiatrie et chez la femme enceinte
augmente inévitablement le risque de développer des effets indésirables (Bellis et al.,
2013; EMEA, 2004; Smyth et al., 2012). Ce risque dépend du type et du nombre de
médicaments administrés, ce qui explique la prévalence ¢élevée d’effets indésirables chez
les enfants hospitalisés, souvent polymédiqués (10 %). Récemment, 1’utilisation du
valproate (Dépakine®) chez les femmes enceintes atteintes d’épilepsie a par exemple été

reliée a un nombre important de malformations congénitales séveres.

Afin de combler ce vide thérapeutique, la Food and drug administration (FDA) et

I’ Agence européenne des médicaments (European medicines agency, EMA) encouragent
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les sociétés pharmaceutiques a communiquer 1’ensemble des données qui permettraient
de mieux prédire I’efficacité et la sécurité des médicaments existants dans la population
pédiatrique, ou a mener des études pédiatriques spécifiques si nécessaire. L'EMA a
¢galement créé le Réglement pédiatrique européen qui vise a faciliter le développement

et I’accessibilité des médicaments a usage pédiatrique.

Malgré D’incidence importante des handicaps neurodéveloppementaux d’origine
périnatale, les cliniciens ne disposent encore que de peu d’alternatives thérapeutiques
pour traiter les pathologies périnatales. Le cas de I’encéphalopathie hypoxique-
ischémique du nourrisson est un bon exemple de cette situation. Cette encéphalopathie,
qui résulte d’une asphyxie feetale par réduction de I’apport de sang ombilical, est la cause
la plus importante de mortalité et de déficiences neurologiques chez les nouveau-nés a
travers le monde (Millar et al., 2017). Dans les pays développés, son incidence est de 0,5
a 6 %o des naissances vivantes (Truttmann et al., 2012). Pourtant, le seul traitement
actuellement préconisé pour limiter les dommages cérébraux de I’asphyxie feetale est une
hypothermie (33 °C) de la téte ou du corps entier. Méme si cette méthode a permis de
réduire significativement le taux de mortalit¢ et de déficiences neurologiques, son
efficacité pourrait €tre améliorée par [’'utilisation conjointe d’autres thérapies.
L’utilisation de molécules antioxydantes (N-acétylcystéine, allopurinol) a par exemple
montré des résultats encourageants sur des modeles animaux d’hypoxie-ischémie (Millar
et al., 2017). L’hypoxie-ischémie du nourrisson a fait I’objet d’une cinquantaine d’essais

cliniques chez I’homme, dont une trentaine sont actuellement en cours (NIH, 2018).
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2. Principaux mécanismes de protection du cerveau

Au sein du SNC, plusieurs mécanismes participent au maintien de I’homéostasie
cérébrale et a I’¢limination des toxiques endogeénes ou exogenes. Tout d’abord, les
cellules de la macroglie (astrocytes et oligodendrocytes) régulent localement la
composition du liquide interstitiel cérébral. Les astrocytes participent activement au
maintien de ’homéostasie cérébrale : ils régulent le pH du milieu interstitiel grace a
I’anhydrase carbonique, assurent la recapture et le recyclage du glutamate excitotoxique
au niveau synaptique, et évacuent les ions K* afin d’éviter le phénoméne
d’hyperexcitabilité neuronale (Bélanger & Magistretti, 2009). Les astrocytes sont aussi
capables de protéger les neurones du stress oxydant grace a leurs fortes activités
enzymatiques antioxydantes (Desagher et al., 1996; Dringen et al., 2005). A I’instar des
astrocytes, les oligodendrocytes participent a la régulation des taux extracellulaires de K*
et a la protection envers le stress oxydant (Allen & Lyons, 2018; Baud et al., 2004). La
circulation et le renouvellement du liquide interstitiel et plus largement du liquide
céphalorachidien (LCR) permet de drainer hors du SNC les composés toxiques et les
déchets issus du métabolisme des cellules neurales. Enfin, des barriéres cellulaires,
communément appelées interfaces sang-cerveau, controlent I’ensemble des échanges
entre le sang, le parenchyme cérébral et le LCR. Ces interfaces régulent les flux ioniques,
permettent I’apport de nutriments, éliminent les déchets issus du métabolisme des cellules
cérébrales et limitent également I’entrée dans le SNC de nombreuses substances exogenes
dont des médicaments et des agents potentiellement neurotoxiques. Le role de la
circulation du LCR et des interfaces sang-cerveau dans la neuroprotection est détaillé ci-

apres.

2.1. Liquide céphalorachidien

2.1.1. Synthese plexuelle et extra-plexuelle

Le LCR est principalement produit par les plexus choroides et en moindre mesure par
des sources extra-choroidiennes. La part exacte de chacune de ces deux composantes,

plexuelle et extra-plexuelle, est cependant difficile a évaluer. Une revue approfondie de
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la littérature réalisée par Hugh Davson et Malcolm Segal suggére que plus de 90 % du
LCR serait d’origine plexuelle (Davson & Segal, 1996). Récemment, Stephen Hladky et
Margery Barrand ont réétudié ces données : la production extra-plexuelle de LCR aurait
¢té mal évaluée du fait de nombreuses limitations techniques et de mauvaises conceptions
expérimentales, et son estimation nécessiterait de nouvelles investigations (Hladky &
Barrand, 2014). Les valeurs de production indiquées ci-dessous sont donc données a titre

indicatif, et a considérer avec précaution.

LCR pH7.27 22 HCO,~ 149 Na* 1.7 Mg**
305 mOsM 130CI 29K+ 2.5Cat
K+ CI- Na' K Cl Na*

Cellule CAll el
pineiale €O, + H,04—> H* + HCO,- "0
chorolaienne
K+
c Na* HCO;  Na* HcO- M0

|

HCO; cr
Capillaire pH7.4 25 HCO,~ 148 Na* 2Mg*  Plasma
299 mOsM 106 ClI- 43K+ 57 Ca**

Figure 1 | Transporteurs et canaux des cellules épithéliales choroidiennes impliqués dans la
sécrétion du liquide céphalorachidien.

La sécrétion du liquide céphalorachidien (LCR) par les cellules épithéliales choroidienne fait
intervenir de nombreux transporteurs ioniques. Les principaux ions transportés du sang vers le
LCR sont les ions Na’, ClI"et HCOs™; I’ion K" est transporté dans la direction opposée. La
sécrétion du LCR repose sur I’activité de la pompe Na'/K* ATPase, localisée au pole apical, qui
pompe activement les ions Na" de la cellule vers le LCR en échange d’ions K. Ce mouvement
produit un gradient d’ions Na" qui permet d’activer les transporteurs actifs secondaires. Au pole
basolatéral, 1’ion Na" est importé dans la cellule par I’échangeur CI/HCO; Na'-dépendant
NCBE/NBCn2 (SLC4A10) dont la steechiométrie exacte n’est pas encore connue. Le role du
cotransporteur Na":HCOs;” NBCnl (SLC4A7) dans la sécrétion du LCR n’est pas connu. Les
cellules épithéliales choroidiennes expriment les anhydrases carboniques II et XII qui produisent
les ions H" et HCO;™ a partir d’H,O et de CO,. Au niveau apical, I’échangeur Na"/H" NHE1
(SLC9A1) et le cotransporteur Na":HCOs” NBCe2 (SLC4AS5) sont impliqués dans la régulation
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du pH du LCR. Le cotranporteur Na":K":Cl" NKCC1 (SLC12A2) est localisé au pole apical, mais
la direction du transport ionique de ce transporteur n’est pas complétement ¢lucidée. La majorité
des ions K" importés dans les cellules épithéliales choroidiennes par la pompe Na'/K*" ATPase
retournent dans le LCR via les canaux potassiques KIR ou KV, ou via le cotransporteur K":CI*
KCC4. Malgré ce recyclage, on peut observer un flux net d’ions K* du LCR vers le sang. Au pdle
basolatéral, I’ion K" est excrété dans le sang par le cotransporteur K™:Cl" KCC3 (non représenté).
L’ion CI" est importé du sang par 1’échangeur basolatéral CI/HCO3;™ AE2. Au pole apical, le CI
est excrété dans le LCR par des canaux anioniques CLIR, qui peuvent également excréter les ions
HCOs. Les cellules épithéliales choroidiennes sont également la voie d’entrée majoritaire des ions
Ca’" dans le systéme nerveux central. Le mécanisme exact impliqué dans ce mouvement calcique
n’est pas connu. Ces mouvements ioniques créent un gradient osmotique de faible intensité, qui
rend peu probable le passage de 1’eau a travers des canaux aqueux. Le canal AQP1 a cependant
été¢ localis€ aux poéles basolatéral (faible expression) et apical des cellules épithéliales
choroidiennes (Praetorius & Damkier, 2017). Plus probablement, I’eau nécessaire a la formation
du LCR pourrait utiliser le cotransporteur apical KCC, ou passer par voie paracellulaire via la
protéine de jonction Cldn2 (Ghersi-Egea, Strazielle, et al., 2018).

Les concentrations ioniques (mM), le pH et ’osmolarité (mOsM-kg H>O™') du LCR et du plasma
présentés dans cette figure ont été mesurés chez le lapin.

Modifié d’aprés (Ghersi-Egea & Damkier, 2017).

Les plexus choroides sont des structures hautement vascularisées qui font saillie dans
les différents ventricules cérébraux. Ils sont formés d’un stroma conjonctif, riche en
vaisseaux sanguins fenétrés, entouré par une monocouche continue de cellules
épithéliales cubiques polarisées. Les cellules épithéliales choroidiennes sécrétent a leur
pole apical le LCR, synthétisé a partir du plasma. Le LCR n’est cependant pas un
ultrafiltrat plasmatique : il résulte d’un véritable processus de sécrétion actif opéré par les
cellules épithéliales choroidiennes, qui a en grande partie été ¢€lucidé par des
expérimentions réalisées chez I’animal. Le modele de sécrétion proposé par Helle
Damkier et Jeppe Pratorius est détaillé dans la Figure I (Ghersi-Egea & Damkier, 2017,
Praetorius & Damkier, 2017). Chez les mammiféres adultes, la production choroidienne
de LCR, mesurée par perfusion ventriculo-cisternale, serait de 1’ordre de 0,4 a
0,9 uL-min"'-mg! de tissu choroidien (Davson & Segal, 1996). Chez I’homme adulte, les
valeurs de vitesse de production du LCR trouvées dans la littérature sont variées. Ce
paramétre a en effet ét¢ mesuré de multiples facons, sur des cohortes de patients aux
caractéristiques différentes. Les premicres valeurs ont été apportées par Rubin et

collaborateurs, qui estimérent cette vitesse a 0,37 mL-min! soit 530 mL-j! en utilisant la
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dérivation ventriculo-cisternale sur un groupe de 3 patients d’ages variés (12, 14 et
50 ans) (Rubin et al., 1966). A titre de comparaison, Christer Nilsson et collaborateurs
calculérent une production journaliére (attribuée aux plexus choroides des ventricules
latéraux et du 3°™ ventricule) de 650 = 60 mL a partir de 1’imagerie a résonnance
magnétique (N=6, 25 a 32 ans) (Nilsson et al., 1992). Chez le nouveau-né et le jeune
enfant, la vitesse de production du LCR est plus faible que chez 1’adulte : de 0,11 a
0,14 mL-min’!, soit 160 a 200 mL-j! en fonction des auteurs (Drake et al., 1991; Yasuda
et al., 2002). Une étude plus ancienne évalue cette production a 0,35 + 0,02 mL-min"'
(500 £ 30 mL-j"), mais ’Age moyen des enfants était plus élevé (8,3 ans) et leur nombre

plus restreint (n = 12) (Cutler et al., 1968).

Une partie du LCR provient du liquide interstitiel cérébral produit par des sources
extra-plexuelles. En effet, le volume interstitiel cérébral restant globalement constant en
situation physiologique, la production continue de liquide interstitiel cérébral induit le
mouvement de ce liquide vers les espaces ventriculaires et sous-arachnoidiens (Cserr et
al., 1986) (cf 2.1.3.2). 1l existe plusieurs sources de liquide interstitiel cérébral. Tout
d’abord, le métabolisme des cellules cérébrales produirait ~ 28 pL-min"'-mg de tissu™,
soit environ 40 mL-j™! pour un cerveau de 1 kg (Abbott, 2004). La respiration cellulaire
(glycolyse, cycle de Krebs) produit en effet de 1’eau et du CO; a partir du glucose. Par
ailleurs, les cellules endothéliales des capillaires cérébraux sont aussi capables de
sécréter du liquide interstitiel cérébral (Ghersi-Egea & Damkier, 2017; Mokgokong et al.,
2014). Leur capacité¢ de production serait cependant cent fois inférieure a celle des

cellules épithéliales choroidiennes (Abbott, 2004).

Le volume total du systeme de circulation du LCR ¢étant d’environ 160 mL chez
I’homme adulte, on retiendra que la production du LCR (plexuelle et extra-plexuelle)
permet au minimum son renouvellement complet 3 a 6 fois par jour (Davson & Segal,
1996). 11 est a noter que ces valeurs moyennes reflétent assez mal les importantes
variations inter- et intra-individuelles observées chez I’homme. La production de LCR
est par exemple plus faible chez les femmes, ce qui est visible dés les stades précoces de
développement postnatal (Drake et al., 1991; Yasuda et al., 2002). Chez I’enfant, la

production du LCR est corrélée positivement avec le poids et I’age de I’enfant (Figure
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2). Enfin, chez I’enfant comme chez I’adulte, la vitesse de production du LCR peut varier
de facon importante au cours de la journée ; elle est par exemple favorisée par I’activité

physique et le sommeil (Drake et al., 1991; Nilsson et al., 1992).

A B

30 309
W y = 4.007 log(x) + 7.088
X r2=0.423

y =8.798 logix) - 1.365

25 254 12 =0.447

Production de LCR (mL-h)
Production de LCR (mL-h™)

=

0 20 40 60

Age (ans) Poids (kg)

Figure 2 | Production horaire moyenne de liquide céphalorachidien chez I’enfant en fonction
de I’age (A) et du poids corporel (B).

La production horaire de liquide céphalorachidien (LCR) (mL-h") a été mesurée sur des enfants
de 0 a 16 ans (moyenne 4,6 ans, N=130) présentant une hydrocéphalie et traités par dérivation

ventriculaire cérébrale externe.

Il est a noter que I’hydrocéphalie n’est généralement pas due a une modification de la vitesse de
production du LCR, mais plut6t a un défaut d’élimination.

D’aprés (Yasuda et al., 2002).

2.1.2. Composition

Les compositions du LCR et du sang de I’homme adulte sont détaillées dans le Tableau
2. Les concentrations du LCR en ions sodium, chlorure, bicarbonate et magnésium sont
supérieures a celle du plasma, alors que la concentration en ions potassium est inférieure
(Thrane et al., 2014). Le LCR ne compte que 0,4 mg-mL! de protéines (principalement
I’albumine et la transthyrétine) et 1 mM d’acides aminés contre respectivement
70 mg-mL! et 9 mM dans le sang. Le LCR présente également un niveau de glucose plus
faible que le sang et une trés faible quantité de cellules (< 1 a 5 cellules par uL). Chez le
nouveau-né, la protéinorachie est plus élevée (~0,9mg-mL'); elle diminue
progressivement pour atteindre les valeurs de I’adulte autour de 3 mois (Noureldein et al.,
2018; Prajapati et al., 2015; Shah et al., 2011). La glycorachie est en revanche plus faible
(2,5 mg-mL") (Noureldein et al., 2018; Prajapati et al., 2015).
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Tableau 2 | Composition du sang et du liquide céphalorachidien chez I’homme adulte.

Eau (%) 93 99
Sodium (mM) 138 155
Chlore (mM) 102 125
Potassium (mM) 4,5 34
Bicarbonate (mM) 23 28
Acides aminés (mM) 9 1
Protéines (mg-mL") 70,0 0,4
Glucose (mM) 5 34
Calcium (mM) 1,5 1,5-2
Magnésium (mM) 0,5 0,9-1,3
pH 7,40 7,38

D’apres (Thrane et al., 2014).

2.1.3. Circulation

2.1.3.1. Systéme ventriculaire et espaces sous-arachnoidiens
Description

Le cerveau est un organe creux qui comporte quatre cavités ventriculaires dans
lesquelles les plexus choroides sécretent le LCR. Globalement, le LCR circule a travers
ce systéme ventriculaire avant de rejoindre les espaces sous-arachnoidiens, les
citernes du crane et ’espace sous-arachnoidien la moelle épiniére a partir desquels il
est résorbé par les systémes veineux et lymphatique (Figure 3). Chez I’homme adulte, le
volume total de LCR (systéme ventriculaire et espaces sous-arachnoidiens) est de 140 a
170 mL selon les individus et les auteurs (Davson & Segal, 1996). Chez le nouveau-né et
I’enfant, ce volume peut respectivement étre estimé a 45 et 90 mL (Cutler et al., 1968;
Hiippi et al., 1998; Rochette et al., 2016). Le volume de LCR cérébral (systéme
ventriculaire, espaces sous-arachnoidien et citernes du crane) représente 10 % du volume
cranien total, chez I’adulte comme le nouveau-né (Davson & Segal, 1996; Hiippi et al.,
1998). Cette proportion est plus importante aux stades précoces de développement
cérébral : une étude réalisée par imagerie a résonance magnétique (IRM) quantitative a
montré que le LCR représente prés de 15 % du volume créanien total chez le feetus a 28
semaines de développement (Hiippi et al., 1998). Ces observations ont été corroborées
par des études réalisées chez I’animal. Une analyse morphométrique réalisée a partir de

coupes de cerveau de rat a par exemple montré que la part du volume cranien occupé par
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le LCR évolue de 28,127 a 9.9+0,5% entre le 19°™ jour de développement

embryonnaire et le 9°™ jour postnatal (Ghersi-Egea et al., 2015).

@ Le LCR est sécrété par les Villosité arachnoidienne

plexus choroides des ) ) B
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Figure 3 | Systéme de circulation du liquide céphalorachidien (LCR).

D’apres (Wise & Saladin, 2017).

Le systéme ventriculaire est représenté dans la Figure 4 et détaillé ci-apres. Les deux
ventricules latéraux occupent de facon symétrique le centre de chacun des deux
hémispheres cérébraux. Le corps de ces ventricules est doté de 3 extensions : une corne
frontale, une corne occipitale et une corne temporale. Chaque ventricule latéral est occupé
par un plexus choroide, qui s’étend du corps ventriculaire a la corne temporale. Les deux
ventricules latéraux sont reliés au 3% ventricule, plus étroit, par les foramens
interventriculaires anciennement appelés trous de Monro. A ce niveau, les plexus
choroides des ventricules latéraux communiquent avec le plexus choroide du 3™

ventricule qui est accolé au toit du 3°™ ventricule. Les parois dorsale et ventrale du 3™
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ventricule se rejoignent ensuite pour former 1’aqueduc du mésencéphale, ou aqueduc de
Sylvius. Cet aqueduc relie le 3°™ ventricule au 4°™ ventricule, situé entre le pont et la
base du cervelet. Le 4°™ ventricule présente des extensions latérales qui s’étendent de
part et d’autre du pont. Ce ventricule est connecté aux espaces sous-arachnoidiens par le
trou de Magendie (ouverture médiane) et les deux trous de Luschka (ouvertures latérales,
aux extrémités des récessus). Le plexus choroide du 4°™ ventricule, indépendant des
autres plexus choroides, est apposé au plafond du 4°™ ventricule qu’il traverse en totalité
pour ressortir au niveau du trou de Magendie et des deux trous latéraux de Luschka. Chez
I’adulte, le volume total du systéme ventriculaire est de 24 a 37 mL selon les auteurs
(Davson & Segal, 1996; Last & Tompsett, 1953; Wyper et al., 1979). Le volume
ventriculaire est légérement plus faible chez les femmes, chez qui les corps des

ventricules latéraux sont plus fins (Last & Tompsett, 1953).

Ventricule latéral :
Corne frontale

Corps Atrium

Corne temporale
Corne occipitale

Aqueduc du
mésencéphale

Foramen
interventriculaire

‘ ) 4%me ventricule
3eme ventricule

Figure 4 | Systéme ventriculaire cérébral.

D’apres (Wise & Saladin, 2017).

Les espaces sous-arachnoidiens sont situés entre 1’arachnoide et la pie-mere ; ils se
situent a la surface des hémispheres cérébraux, ainsi qu’au niveau des citernes sous-
arachnoidiennes, et le long de la moelle épiniére. Les citernes sont des dilatations de
I’espace sous-arachnoidien. La citerne sous-arachnoidienne la plus importante, appelée
cisterna magna ou citerne cérébello-médullaire, est reliée au 4°™ ventricule par le trou

de Magendie.
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A partir des espaces sous-arachnoidiens, le LCR peut étre résorbé dans le sang veineux
au niveau des granulations arachnoidiennes de Pacchioni (Figure 5). Ces granulations,
ou villosités, sont des protrusions de la méninge arachnoidienne qui traversent la dure-
mere pour s’insinuer dans les sinus veineux. Ces villosités fonctionnent comme des
valves unidirectionnelles : elles permettent le passage du LCR lorsque sa pression

hydrostatique est supérieure a celle du sang veineux.

é @) S

Peau du cuir chevelu

.fi‘f'\ ———— Périoste
1 7 / Os du crane
= — Feuillet externe N
. . - - Dure-mére
Sinus sagittal supérieur s LePT Feuillet interne :I
& Arachnoide
Pie-mere

Espace subdural — ’ o
Granulation arachnoidienne

Espace sous-arachnoidien J ; : Vaisseau sanguin

Faux du cerveau

Figure 5 | Localisation des granulations arachnoidiennes de Pacchioni.

D’apres (Wise & Saladin, 2017).

Bien que le systéme lymphatique n’irrigue pas a proprement parler le SNC, il
constitue une voie de drainage pour le LCR (Figure 6) (Absinta et al., 2017; Cserr et al.,
1992; Louveau et al., 2015; Weed, 1914; Weller et al., 2009). Des études réalisées chez
I’animal ont montré que le LCR sous-arachnoidien peut étre capté par les vaisseaux
lymphatiques longeant les vaisseaux sanguins de la dure-mere et certains nerfs craniens
(olfactif, optique, trijumeau, auditif, glossopharyngien, vague, accessoire) pour étre
¢liminé par les ganglions lymphatiques cervicaux (Cserr et al., 1992; Qiaoli Ma et al.,
2017). Le LCR présent dans I’espace sous-arachnoidien de la moelle épiniere peut quant
a lui étre drainé par les vaisseaux lymphatiques des nerfs spinaux et étre résorbé dans les

ganglions lymphatiques correspondants.
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Echanges
LCR - liquide interstitiel cérébral Dure-mére
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Figure 6 | Drainage veineux lymphatique du liquide céphalorachidien chez I'homme adulte.

Le liquide céphalorachidien (LCR, vert) est principalement produit par les plexus choroides
siégeant au sein des ventricules cérébraux. Aprés avoir parcouru le systéme ventriculaire interne
du cerveau (fleches rouges), le LCR se retrouve dans les espaces sous-arachnoidiens du crane et
de la moelle épiniére. A partir de I’espace sous-arachnoidien du crane, le LCR peut étre drainé
par le sang veineux au niveau des villosités arachnoidiennes (ou granulations arachnoidiennes de
Pacchioni), ou par les vaisseaux lymphatiques longeant les sinus veineux de la dure-meére (fleches
blanches ou noires). Le LCR peut aussi étre drainé par les vaisseaux lymphatiques longeant les
nerfs olfactif, optique, trijumeau, facial et auditif jusqu’aux ganglions lymphatiques cervicaux
(fleches blanches). Le réseau lymphatique qui longe le nerf olfactif, particulierement étudié chez
le rongeur, traverse la plaque criblée (ou cribriforme) de I’0s ethmoide. A partir de 1’espace sous-
arachnoidien de la moelle €pinicre, le LCR peut également rejoindre les vaisseaux lymphatiques
longeant les nerfs spinaux et &tre éliminé par les ganglions lymphatiques lombaires (fleches
noires). Abréviations : Aq : aqueduc du mésencéphale, CB : citerne basale (ou interpédonculaire),
CCh : citerne chiasmatique, CM : cisterna magna (ou citerne cérébromédullaire), CQ : citerne
quadrigéminale, CP : citerne pontique, Cv : cervelet, FIV : foramen interventriculaire, LCR :
liquide céphalorachidien, PC : plexus choroide, VL : ventricule latéral, 3V : 3°™ ventricule, 4V :
4%me ventricule.

Modifié d’apres (Pizzo & Thorne, 2017).
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Chez I’homme adulte, il était généralement admis que la majorité du LCR est drainé
dans le sang veineux a travers les villosités arachnoidiennes. Ce postulat est actuellement
remis en question : les villosités arachnoidiennes ne pourraient étre qu’un systéme
secondaire venant suppléer le drainage lymphatique du LCR (Qiaoli Ma et al., 2017).
Chez le feetus humain et le nouveau-né, le LCR serait principalement drainé dans le
systeme lymphatique, étant donné que les villosités arachnoidiennes n’apparaissent qu’a
la 39 semaine de gestation, et continuent a se développer jusqu’a 18 mois aprés la
naissance (Papaiconomou et al., 2002; Sakka et al., 2011; Weller et al., 2009). La
prédominance de la résorption lymphatique aux stades précoces de développement n’a

cependant encore jamais €té formellement démontrée chez I’homme.

Forces de circulation

La circulation du LCR est attribuée a différents facteurs. Le flux du LCR est tout
d’abord di a sa production continue par les plexus choroides, a 1’origine d’un gradient
de pression hydrostatique. Le LCR est par ailleurs animé¢ d’un mouvement pulsatile,
de I’ordre d’un battement par seconde, qui favoriserait le mélange et le déplacement du
LCR. Ce mouvement pulsatile est principalement attribué¢ aux battements cardiaques : la
systole fait gonfler les plexus choroides et le tissu cérébral, ce qui diminue le volume
ventriculaire et favorise le mélange du LCR tout en I’entrainant vers ses sites de drainage
(Abbott et al., 2018; Nilsson et al., 1992). La respiration pourrait également participer a
ces mouvements pulsatiles, mais a une fréquence moindre. Enfin, les cellules
épendymaires tapissant les parois des ventricules cérébraux sont dotées de cils qui, en
plus de mélanger le LCR, le drainent vers les espaces sous-arachnoidiens. L’importance
de ces cils n’est pas a négliger : une fonction ciliaire anormale est associée au

développement de ventriculomégalie et d’hydrocéphalie (Banizs et al., 2005).
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2.1.3.2. Echanges liquide céphalorachidien — liquide interstitiel cérébral

a  Artere LCR sous- Veine Figure 7| Hypothéses concernant la
—h arachnoidien circulation du liquide interstitiel cérébral et/
o —— \ ( (——=—0u du liquide céphalorachidien a travers le

parenchyme cérébral.

1 a. Proposition initiale de Héléne Cserr. Les

T T microvaisseaux cérébraux sécretent le liquide
J\ interstitiel cérébral qui est évacué du
\ parenchyme  cérébral via des voies
privilégiées, ici les espaces périvasculaires.
Parenchyme

cérébral Microvaisseaux b. Mouvements de convection. Le liquide

interstitiel cérébral est produit par les
b Artere LCR sous- Veine

o microvaisseaux et le parenchyme cérébral.
arachnoidien

L’évacuation de ce liquide interstitiel se fait

== j; |cs espaces périvasculaires, et est favorisée

par des mouvements de convection.

1?

c¢. Systeme glymphatique. Le liquide
céphalorachidien (LCR) arachnoidien peut
pénétrer dans le parenchyme cérébral en

suivant les espaces périvasculaires des artéres

Parenchyme , pénétrantes. Il est excrété dans le parenchyme
cérebral  Microvaisseaux cérébral a partir duquel il va rejoindre les
C Artere LCR sous- Veine espaces périvasculaires des veines. Le flux du
ﬁ arachnoidien LCR entraine avec lui le liquide interstitiel
—— — ’ —— cérébral et les solutés qu’il transporte.
Les lignes rouges représentent les membranes
i i1 11 piales, les lignes grises repésentent la glia
J limitans, les fléches noires représentent le
L s déplacements des marqueurs (utilisés pour
\ étudier 1’¢limination de liquide interstitiel
cérébral), et les fleches vertes représentent la
Parenchyme “Ss—__ diffusion.
cérébral Microvaisseaux

D’apres (Hladky & Barrand, 2018).

Le LCR et le liquide interstitiel cérébral peuvent communiquer de facon
bidirectionnelle a travers 1’épendyme et la pie-mére, qui sont relativement perméables

(Figure 11). Les échanges entre le LCR et le liquide interstitiel cérébral permettent de
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réguler ’homéostasie cérébrale, de diffuser les composés produits par le parenchyme
cérébral, de maintenir un volume cérébral constant, et enfin de drainer le liquide
interstitiel cérébral et les solutés qu’il transporte (Abbott et al., 2018; Cserr et al., 1986).
Les différentes hypothéses concernant la circulation du liquide interstitiel cérébral,

illustrées dans la Figure 7, sont présentées ci-dessous.

Hypotheése 1

Lewis Weed puis Héléne Cserr ont trés tot décrit 1’existence d’un flux unidirectionnel
de liquide interstitiel cérébral du parenchyme cérébral au LCR sous-arachnoidien, via les
espaces périvasculaires cérébraux et certains faisceaux de la substance blanche (Figure
7a) (Cserr et al., 1986; Weed, 1914). Héléne Cserr a en effet montré chez le rat que des
composés de tailles différentes (900, 4k et 69k Da), n’ayant pas le méme coefficient de
diffusion, étaient pourtant ¢liminés a la méme vitesse dans le sang et le LCR apres micro-
injection dans le parenchyme cérébral (noyau caudé) (Cserr et al.,, 1986). Ce flux

unidirectionnel serait généré par la production continue de liquide interstitiel cérébral.

Stephen Hladky et Margery Barrand jugent peu probable que 1’efflux des composés de
I’espace interstitiel cérébral soit uniquement dépendant de la production du liquide
interstitiel cérébral (Hladky & Barrand, 2018). Cette production devrait en effet étre de
1,2 4 2,4 L-j! afin d’expliquer la demi-vie de I’inuline ou du sucrose injectés dans le

parenchyme cérébral (ti2=2-4 h, Va =200 uL-g™).
Hypothése 2

Plus récemment, ces résultats ont été revisités par le groupe de Maiken Nedergaard a
I’aide de la microscopie bi-photonique (Figure 7c). En 2012, Jeffrey Iliff décrit chez la
souris un systéme complexe d’échanges entre le liquide interstitiel cérébral et le LCR,
baptisé « systeme glymphatique » (Iliff et al., 2012). Ce « systéme glymphatique », décrit
dans la Figure 8, présente trois composantes : 1’influx du LCR sous-arachnoidien le long
des espaces périvasculaires artériels, le flux unidirectionnel du liquide interstitiel cérébral
(composé notamment du LCR infiltrant) des espaces périvasculaires artériels aux espaces

périvasculaires veineux, et I’efflux de ce liquide interstitiel le long des espaces
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périvasculaires veineux en direction du LCR sous-arachnoidien. L’influx du LCR dans
les espaces périvasculaires artériels serait principalement généré par les pulsations des
cellules musculaires lisses entourant les arteres, et par un gradient de pression (Jessen et
al., 2015). Le LCR et les solutés qu’il transporte sortiraient ensuite des espaces
périvasculaires artériels par voie paracellulaire a travers le manchon astrocytaire
(solutés <20 nm), ou via des transporteurs spécifiques (e.g. protéine APB) (Iliff et al.,
2012). La différence de pression hydrostatique entre les espaces périvasculaires artériels
et veineux créerait un flux unidirectionnel de liquide interstitiel cérébral (et de solutés
qu’il transporte) en direction des espaces périvasculaires veineux. Ce mouvement serait
accompagné et renforcé par un flux d’eau généré par la distribution asymétrique de
I’aquaporine 4 (AQP4) entre les pieds astrocytaires bordant les artéres, les veines et les

capillaires (Iliff et al., 2012).

Le travail de Iliff souléve de nombreuses interrogations dont certaines sont reportées
ci-apres. Tout d’abord, si la clairance des solutés des espaces interstitiels cérébraux est
uniquement dépendante d’un flux liquidien unidirectionnel entre les espaces
périvasculaires artériels et veineux, ce flux devrait atteindre 1,2 4 2,4 L-j”!' (c¢f Hypothése
1). Ces valeurs, bien supérieures aux estimations de production de LCR et de liquide
interstitiel cérébral, suggerent que le LCR et le liquide interstitiel parcourent plusieurs
fois le « systeme glymphatique » avant d’étre ¢liminés dans le sang veineux ou dans la
circulation lymphatique (Hladky & Barrand, 2018). Par ailleurs, I’influx du LCR dans les
espaces périvasculaires artériels, observé chez la souris apres injection de traceurs
fluorescents dans la cisterna magna, a pu étre surestimé. L’injection du traceur a pu
artificiellement augmenter la pression du LCR dans le compartiment sous-arachnoidien,
et augmenter I’entrée du LCR dans les espaces périvasculaires artériels. Enfin, le role du
canal AQP4 dans le «systéme glymphatique » est discuté. A 1’aide de plusieurs
molécules traceurs, Iliff a montré in vivo que le flux du liquide interstitiel cérébral entre
les espaces périvasculaires artériels et veineux était réduit chez les souris KO-4gp4 et en
a déduit que 1’Aqp4 participait a la création de ce flux liquidien (Iliff et al., 2012). La
contribution du canal AQP4 est peut-étre surévaluée ; des expérimentations réalisées in

vitro (astrocytes murins) montrent que le knock down d’Agp4 peut s’accompagner d’un
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réarrangement du cytosquelette, et d’une diminution importante de la connexine 43 qui

pourraient également modifier le flux liquidien (Nicchia et al., 2005).

A Influx Clairance Influx péri-artériel Clairance paraveineuse

Vers les
i ganglions
il lymphatiques
cervicaux

Glia '
limitans

\

8 AQrP4 s |Nflux péri-artériel @  Solutés interstitiels
» Flux d’eau wep> Clairance paraveineuse w=====p Clairance de solutés

Figure 8 | Représentation schématique du systéme glymphatique.

A. Le liquide céphalorachidien (LCR) pénétre dans le cerveau le long des espaces périvasculaires
des arteres pénétrantes (fleches vertes), alors que le liquide interstitiel cérébral est éliminé du
cerveau le long des espaces périvasculaires veineux (fleches orange). B. Le flux convectif du
liquide interstitiel cérébral entre les espaces périvasculaires artériel et veineux est facilité par le
flux d’eau créé par les canaux AQP4 des astrocytes (fleches bleues), et entraine les solutés
interstitiels du parenchyme cérébral (fleches marron). A partir des espaces périvasculaires
veineux, le liquide interstitiel cérébral et les solutés qu’il transporte peuvent étre ¢liminés dans le
sang des veinules post-capillaires, rejoindre le LCR sous-arachnoidien, ou suivre les parois
veineuses pour rejoindre les ganglions lymphatiques cérébraux.

D’apres (Iliff et al., 2012).
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Hypothése 3

Une hypothése ancienne, alternative au « systeme glymphatique », a récemment connu
un regain d’intérét. Elle est basée sur I’existence de mouvements de convection au sein
des espaces périvasculaires artériels et potentiellement veineux (Figure 7b) (Hladky &
Barrand, 2014). Selon cette hypothése, I’efflux du liquide interstitiel cérébral commence
par la diffusion de ce liquide sur une courte distance (~ 100-200 um), des capillaires de
la BHE jusqu’aux espaces périvasculaires des vaisseaux avoisinants. Une fois dans les
espaces périvasculaires artériels, le liquide interstitiel est activement mélangé par la
compression périodique (~ 1 fois par seconde) de I’espace périvasculaire sous I’influence
des variations de pression sanguine lors du cycle cardiaque. Ce mélange crée des
mouvements convectifs, d’avant en arriere. Indépendamment du flux net du liquide
interstitiel, ce mélange favorise le déplacement des solutés selon leurs gradients de

concentration.

2.1.4. Roles du liquide céphalorachidien

Le LCR aun rdle primordial dans le développement, la protection et le fonctionnement

du SNC.

Chez I’embryon, la pression hydrostatique apportée par le LCR est essentielle a la
formation méme du SNC. Une pression hydrostatique trop faible réduit le volume
cérébral total (tissu cérébral et cavités ventriculaires) (Desmond & Jacobson, 1977). Une
pression hydrostatique trop importante réduit le volume du tissu cérébral, qui est
comprimé par la quantité importante de LCR emplissant les ventricules cérébraux

(hydrocéphalie).

Le LCR assure par ailleurs une protection physique au SNC. L’encéphale flotte
littéralement dans le LCR, qui assure un role d’amortisseur visqueux contre les chocs
éventuels. Selon le principe de la poussée d’ Archimede, le LCR réduit par ailleurs le poids
apparent de I’encéphale, ce qui évite son affaissement. Enfin, le volume du LCR varie en
fonction du volume occupé par I’encéphale ce qui permet de maintenir la pression

Intracranienne constante.
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Le LCR a un véritable réle nourricier : il transporte les ions (e.g. Ca*", Mg?"),
vitamines (e.g. vitamine C, folates, thiamine monophosphate), protéines (e.g.
transthyrétine, leptine), lipides (e.g. cholestérol), glucose et autres molécules et
métabolites indispensables au développement et au bon fonctionnement des cellules
neurales (Spector, Snodgrass, et al., 2015; Wirth et al., 2014). La plupart de ces éléments,
issus du sang, pénetrent dans le cerveau par la BHE (e.g. glucose, biotine, lactate,
riboflavine) ; d’autres sont uniquement apportés par les plexus choroides (e.g. vitamine

C, folates) (Spector, Snodgrass, et al., 2015).

Le LCR constitue aussi une voie de transport de choix au sein du SNC (Abbott et al.,
2018; Zappaterra & Lehtinen, 2012). Premieérement, il peut permettre la diffusion
cérébrale d’un composé produit par une région spécifique du cerveau. Par exemple, la
mélatonine, molécule antioxydante impliquée dans le rythme circadien, est sécrétée par
la glande pinéale a proximité du 3°™ ventricule et peut atteindre ses zones cibles (noyaux
suprachiasmatiques, hypothalamus, hippocampe, plexus choroides) grace au mouvement
du LCR (Abbott et al., 2018). Deuxiemement, le LCR permet la diffusion cérébrale des
composés d’origine sanguine qui traversent la barriére sang-LCR choroidienne. C’est
notamment le cas de la vitamine C qui, en condition physiologique, est uniquement
apportée au cerveau via le transporteur choroidien SLC23A1. De la méme facon, les
folates réduits (méthyltétrahydrofolates, MeTHF) sont principalement apportés au SNC
par les plexus choroides grace a un systéme de transport complexe impliquant le récepteur
aux folates FRa, le transporteur SLC46A1, et le transporteur de folates réduits RFC
(reduced folate carrier) (Spector, 2009). Enfin, le LCR transporte les composés
synthétisés par les plexus choroides ou les méninges. Les plexus choroides produisent par
exemple la transthyrétine, qui est la seule protéine de transport des hormones

thyroidiennes dans le SNC (Wirth et al., 2014).

Le LCR aun rdle important dans le maintien de I’homéostasie cérébrale, notamment
grace aux ¢échanges avec le liquide interstitiel cérébral (cf §2.1.3.2), et le drainage des

déchets métaboliques produits par 1’activité des cellules neurales.
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Le LCR a un rdle important dans la surveillance neuro-immunitaire (Engelhardt et
al.,2017). Le parenchyme cérébral est caractérisé par une tres faible capacité a développer
des réponses immunitaires innées ou adaptatives en comparaison des tissus
périphériques ; on parle de « privileége immun ». Cette spécificité permet de maintenir
I’homéostasie cérébrale en évitant les réactions immunitaires excessives. Les cellules
endothéliales de la barriere hémato-encéphalique (BHE), la glia limitans et les cellules
¢épithéliales choroidiennes contrdlent I’entrée des cellules du systéme immunitaire dans
le SNC ; il s’agit principalement de cellules effectrices et de lymphocytes T effecteurs a
mémoire ou lymphocytes T de la mémoire centrale. En condition physiologique, la
dissémination de ces cellules immunes est limitée au LCR emplissant les espaces
ventriculaires et sous-arachnoidiens. Les cellules immunes peuvent interagir avec les
macrophages leptomeningés présentateurs d’antigénes. Le LCR contient par ailleurs des
antigenes solubles qui sont drainés vers les ganglions cervicaux profonds conjointement
aux cellules immunes (lymphocytes T CD4", monocytes, cellules dendritiques) (Cserr et
al., 1992; Engelhardt et al., 2017; J. Goldmann et al., 2006; Kaminski et al., 2012). La

réponse immune adaptative est initiée dans ces ganglions.

2.2. Interfaces sang-cerveau

2.2.1. Découverte

La découverte des interfaces sang-cerveau est généralement attribuée aux Allemands
Paul Ehrlich et Edwin Goldmann. La revue réalisée par Norman Saunders souligne que
de nombreux autres scientifiques ont jou¢ un role cl¢ dans la découverte de ces barriéres.

(Saunders et al., 2014).

Les premiers indices de ’existence de la BHE ont été apportés en 1885 par le chimiste
Paul Ehrlich. Il observa que l’injection intraveineuse d’un colorant azoique, le bleu
trypan, entrainait une coloration rapide de I’ensemble des liquides extracellulaires du
corps a I’exception du cerveau et de la moelle épiniere (Ehrlich, 1885). Ehrlich interpréta

ce phénomene comme un défaut d’affinité du colorant pour le SNC.
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Figure 9 | Expérimentations de Goldmann avec le bleu Trypan.

A. Premiére expérimentation de Goldmann (1909). Rat adulte apres injection systémique de
colorant bleu trypan. B. Deuxiéme expérimentation de Goldmann (1913). Cerveau et colonne
vertébrale de jeune lapin apres injection sous-arachnoidienne de 0,5 mL de bleu trypan 0,5 % (a :
vue dorsale, b : vue ventrale). La moelle épiniere, le tronc cérébral, les nerfs optiques, la sclére et
les aires olfactives sont colorés en bleu. Cette expérimentation démontre efficacement que le
manque de coloration du systéme nerveux central observé dans la premiére expérimentation de
Goldmann n’est pas du a un manque d’affinité du colorant pour le tissu nerveux.

L’existence de propriétés spécifiques aux vaisseaux sanguins cérébraux a été proposée
quelques années plus tard par Biedl et Kraus, Roux et Borrel, puis Lewandosky (Bield &
Kraus, 1898; Lewandosky, 1900; Roux & Borrel, 1898). Ces scientifiques étudierent
I’impact de la voie d’administration de diverses molécules sur leur toxicité. Ils
observerent que les acides biliaires, la toxine tétanique, la strychine, et le sodium
ferrocyanide avaient des effets neurotoxiques significativement plus importants aprés
administration intrathécale qu’aprés administration parentérale. Méme si Paul Ehrlich
apporta la premicre preuve de I’existence de la BHE, il réfuta strictement I’hypothése que

les cellules endothéliales cérébrales puissent posséder des propriétés particulieres.

L’expérience de Ehrlich fut reprise par Bouffard puis Goldmann qui utilisérent
respectivement le bleu de méthyleéne et le bleu trypan (Bouffard, 1906; E. Goldmann,
1909). Comme Paul Ehrlich, ils notérent que les colorants, injectés par voie parentérale,
ne coloraient pas le SNC. Goldmann remarqua la forte coloration des plexus choroides,
et émit I’hypothese que ces structures étaient a 1’origine du défaut de coloration du SNC

(E. Goldmann, 1909). En 1913, Goldmann injecta le colorant azoique par voie

49



Introduction bibliographique

intrathécale et observa une coloration exclusive du SNC (Figure 9B) (E. Goldmann,
1913). Ce résultat réfuta I’hypotheése de défaut d’affinité du colorant pour les tissus
cérébraux proposé par Ehrlich. Goldmann conclut que des mécanismes protecteurs et
régulateurs, siégeant au sein des plexus choroides, protégeaient le SNC. Il ne fit cependant

pas mention du role neuroprotecteur des capillaires cérébraux.

Le terme « barricre » a été utilisé pour la premicre fois par les Frangais Lina Stern et
Raymond Gautier en 1918 pour décrire ’interface « qui s ‘'oppose au passage dans le LCR
de substances circulant dans le sang » (Stern & Gautier, 1918b, 1918a). Dix ans plus
tard, Stern et Rapoport émirent 1’hypothése de I’existence de deux barrieres distinctes
protégeant le cerveau : la BHE localisée au niveau des capillaires cérébraux, et la barriere

sang-LCR localisée au niveau des plexus choroides (Stern & Rapoport, 1928b, 1928a).

Figure 10 | Expérimentations de Wislocki avec le
A\ bleu trypan.

Section saggitale d’un feetus de cobaye (36 mm)
/ prélévé 48 h aprés I’administration de bleu trypan dans
la cavité amniotique. Tous les organes sont colorés a

I’exception du systéme nerveux central.

D’apres (Wislocki, 1920).

L’existence et la fonctionnalité de ces interfaces sang-cerveau aux stades précoces de
développement cérébral ont longtemps été sources de débats. Pourtant, dés 1917, Lewis
Weed apporta une preuve de I’existence d’une barriére entre le sang et le LCR chez
I’embryon de porc. Weed montra que le potassium ferrocyanide, molécule de petit poids
moléculaire, ne diffuse pas hors du SNC lorsqu’il est injecté par voie intrathécale (Weed,
1917a, 1917b). Ces résultats furent confirmés quelques années plus tard par les travaux
de George Wislocki. Wislocki, qui étudiait les propriétés de la barriere placentaire,
remarqua que l’injection de bleu de trypan dans le liquide amniotique de cobayes
gestantes colorait ’ensemble des tissus embryonnaires a I’exception du SNC (Figure 10)
(Wislocki, 1920). Alors méme que des résultats similaires ont permis de mettre en

¢vidence les interfaces sang-cerveau chez I’adulte, les interfaces sang-cerveau de
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I’embryon, du feetus et méme du jeune enfant ont longtemps été considérées inexistantes,
incompletes ou inefficaces. Au contraire, les interfaces sang-cerveau de [’enfant
présenteraient des caractéristiques spécifiques qui refleteraient plutot une spécialisation

développementale qu’une immaturité.
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2.2.2. Présentation générale
2.2.2.1. Localisation des différentes interfaces sang-cerveau
Le parenchyme cérébral, le LCR et le sang sont séparés par différentes barricres

cellulaires communément appelées interfaces sang-cerveau. Ces interfaces différent par

leurs situations anatomiques, leurs structures et leurs propriétés fonctionnelles.
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Figure 11| Représentation schématique des principales interfaces sang-cerveau chez
1I'adulte.

Les cellules qui forment les interfaces sang-cerveau sont colorées en vert.

A. La barriere hémato-encéphalique (BHE) est localisée au niveau des microvaisseaux cérébraux.
Un ensemble cellulaire, appelé unité neurovasculaire, participe a la formation de cette barriere.
Les cellules endothéliales (Endo) des microvaisseaux cérébraux présentent a leur pole luminal des
jonctions serrées (JS, fleche noire) formant une barriere physique entre le sang et le parenchyme
cérébral. Les cellules endothéliales reposent sur une membrane basale qui englobe des péricytes
(PC). L’ensemble de ces cellules est recouvert par les pieds astrocytaires des astrocytes
avoisinants (Astro). Le manchon astrocytaire n’apparait qu’apres la naissance.

B. La barriere sang-liquide céphalorachidien (LCR) choroidienne est localisée au niveau des
plexus choroides flottant dans les ventricules du cerveau. Les cellules épithéliales choroidiennes
(CPE) forment cette barriere sang-LCR : elles ont des jonctions serrées (JS, fleches noires) qui
empéchent les échanges entre le LCR et le stroma conjonctif choroidien. Les cellules endothéliales
des vaisseaux sanguins choroidiens sont fenétrées et ne sont pas reliées par des jonctions serrées.
Elles permettent les échanges paracellulaires entre le sang et le stroma conjonctif choroidien

(fleches noires).

C. La barriére sang-LCR tanycytaire protége les organes circumventriculaires (éminence
médiane, organe vasculaire de la lame terminale, area postrema, organe subfornical) (Langlet et
al., 2013). Afin de permettre aux organes circumventriculaires d’assurer leur role de senseur et de
sécrétion, les vaisseaux sanguins (VS) qui irriguent ces organes sont exclus de la BHE. Afin de
protéger le LCR, des cellules épendymaires spécialisées, appelées tanycytes (TC), présentent des
jonctions serrées (JS, fleches noires) qui empéchent les peptides et autres molécules du sang
d’entrer dans le LCR (#éfe de fleche). Les organes circumventriculaires sont par ailleurs riches en
astrocytes qui pourraient participer a la formation de la barriére tanycytaire (Langlet et al., 2013).

D, E. Au stade embryonnaire, les cellules neuroépendymaires (NE) tapissant les ventricules
cérébraux sont connectées entre elles par des « strap jonctions » (tétes de fleche). Ces jonctions
forment une barriere entre le LCR et le parenchyme cérébral. Chez 1’adulte, les cellules
épendymaires (E) dérivant de la neuroépendyme sont dépourvues de « strap jonctions » et ne

forment pas de barriére.

F. Les méninges abritent plusieurs interfaces sang-cerveau distinctes. La barriére sang-LCR
arachnoidienne est localisée au niveau des cellules de ’arachnoide (ABC) bordant la dure-meére
(DBC, Dura). Ces cellules arachnoidiennes sont reliées par des jonctions serrées (JS) et séparent
le LCR sous-arachnoidien du sang circulant dans les vaisseaux duraux fenétrés (VS). La glia
limitans (gl) est située sous la membrane basale (mb) de la pie-mere (Pia). La glia limitans sépare
le parenchyme cérébral du LCR sous-arachnoidien.

D’apres (Saunders et al., 2018).
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L’interface entre le parenchyme cérébral et le sang, appelée « barriére hémato-
encéphalique », est localisée au niveau des cellules endothéliales des capillaires
cérébraux (Figure 11A4). Les plexus choroides et les organes circumventriculaires? sont
les seules structures cérébrales exclues de la BHE. Au niveau de ces structures, le SNC

est protégé par d’autres interfaces sang-cerveau qui sont décrites ci-apres.

L’interface entre le sang et le LCR présente trois composantes. La premicre
composante est la barriere sang-LLCR choroidienne (Figure 11B), située au niveau des
cellules épithéliales des plexus choroides. Cette interface sépare les vaisseaux sanguins
fenétrés du stroma conjonctif choroidien (exclus de la BHE) et le LCR circulant dans les
ventricules cérébraux. La deuxiéme composante est la barriere sang-LCR tanycytaire
(Figure 11C) qui sépare les capillaires fenétrés irriguant les organes circumventriculaires
et le LCR circulant dans les ventricules cérébraux. Cette barriere est localisée au niveau
de cellules épendymaires spécialisées, les tanycytes (Kiecker, 2018; Langlet et al., 2013;
Madsen & Mollgérd, 1979). Les astrocytes, particulierement présents au sein des organes
circumventriculaires, pourraient participer a I’établissement de la barriére tanycytaire
(Langlet et al., 2013). Les organes circumventriculaires sont exclus de la BHE afin
d’assurer leurs fonctions de sécrétion (neurohypophyse, €éminence médiane de
I’hypothalamus, éminence médiane, glande pinéale) ou de détection (area postrema,
organe subfornical et organe vasculaire de la lame terminale). Cette particularité permet
par exemple a I’area postrema de déclencher le réflexe émétique lorsque certains toxiques
sont détectés dans le sang. Les organes circumventriculaires étant de taille modeste, ils
ne constituent pas une importante voie d’entrée dans le SNC pour les toxiques ou les
médicaments. Enfin, la derniére composante est la barriére sang-LCR arachnoidienne
(Figure 11F), située au niveau des cellules arachnoidiennes bordant la dure-mere. Elle
forme une barriere physique entre le LCR contenu dans I’espace sous-arachnoidien (crane
et moelle épiniere) et le sang circulant dans les capillaires fenétrés de la dure-mére. Dans
le contexte plus particulier de la neuroprotection, la barriére sang-LCR arachnoidienne

semble jouer un role mineur. Le passage des xénobiotiques sanguins potentiellement

2 Organes circumventriculaires : Structures neuroépithéliales spécialisées localisées autour du 3™ et du
4éme ventricule du cerveau qui régulent les échanges de molécules (e.g. hormones) entre le sang et le
parenchyme cérébral (Kiecker, 2018).
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neurotoxiques a travers cette interface est en effet peu probable : le flux net liquidien est

dirigé du LCR vers le sang veineux.

L’interface entre le LCR et le parenchyme cérébral a également deux composantes.
Tout d’abord, I’épendyme (Figure 11D et E) forme la paroi des ventricules cérébraux et
sépare le LCR ventriculaire du parenchyme cérébral. Au stade embryonnaire, les cellules
neuroépendymaires sont organisées en épithélium pseudostratifié et reliées par des « strap
jonctions » qui limitent efficacement le passage paracellulaire de protéines et de
molécules de petits poids moléculaires (Katarzyna Magdalena Dziegielewska et al., 1979;
Fossan et al., 1985; Mellgard et al., 1987; Mellgard & Saunders, 1986; Whish et al.,
2015). La barriere sang-LCR neuroépendymaire n’existe véritablement qu’au stade
embryonnaire (Figure 11E). En effet, dés la naissance, cet épithélium pseudostratifié¢ est
progressivement remplacé par une monocouche de cellules épendymaires cuboides
reliées par des jonctions plus permissives (gap jonctions, jonctions de type zonula
adherens) (Figure 11D) (Mpllgard et al., 1987). La seconde interface LCR-parenchyme
cérébral est localisée au niveau des cellules astrocytaires de la glia limitans qui juxtent la
pie-mere (Figure 11F). La pie-mére est une méninge perméable, c’est donc la glia
limitans qui sépare le LCR circulant dans les espaces sous-arachnoidiens du parenchyme
cérébral sous-jacent. La glia limitans est formée par un enchevétrement important de
prolongements astrocytaires visible chez ’homme dés la 6°™ semaine de développement
embryonnaire (Choi, 1988). La glia limitans protége le SNC des toxiques et déchets
métaboliques présents dans le LCR sous-arachnoidien. Le passage de cette barriere est
cependant intéressant pour les médicaments a visée cérébrale administrés par voie

intrathécale.

Du fait de leurs localisations et de leurs tailles, la BHE et la barriere sang-LCR
choroidienne sont les deux interfaces les plus impliquées dans la protection cérébrale
envers les composés sanguins potentiellement neurotoxiques. Les caractéristiques
précises de ces interfaces sont respectivement détaillées dans les paragraphes 2.2.3 et

2.24.
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2.2.2.2. Caractéristiques principales

La capacité des interfaces sang-cerveau a réguler les échanges entre le sang et le SNC
est attribuée a deux composantes principales: une composante physique et une

composante métabolique.

Barriéere physique

La barriére physique des interfaces sang-cerveau est principalement due aux jonctions
serrées qui lient les cellules de barriéres entre elles et limitent ainsi le passage
paracellulaire passif de composés entre le sang et le compartiment cérébral. Ce
mécanisme de protection est efficace envers les molécules hydrophiles qui ne sont pas
capables de traverser la double couche lipidique des membranes cytoplasmiques. Les
jonctions serrées sont composées de protéines membranaires intégrales (e.g. claudines,
occludines) et de protéines cytoplasmiques accessoires (scaffolding proteins ; e.g. zonula
occludens, cinguline) (W. Y. Liu et al., 2012). Les protéines membranaires intégrales
présentent des domaines extracellulaires qui, par associations homotypiques, permettent
la jonction de deux cellules adjacentes. Les protéines cytoplasmiques accessoires relient
le domaine intracytoplasmique des protéines membranaires intégrales au cytosquelette

d’actine.

Les cellules de barriére présentent également un faible niveau de transport
transcellulaire aspécifique : les cellules ne sont pas ou peu fenétrées et présentent peu

de vésicules de pinocytose.

Barriére métabolique

Les transporteurs d’efflux de solutés régulent le passage transcellulaire de composés
entre le sang et le compartiment cérébral. Les molécules lipophiles circulant dans le sang
peuvent en effet diffuser a travers la bicouche lipidique des membranes cellulaires, et
atteindre le SNC en traversant les cellules de barriére. Les transporteurs d’efflux
permettent d’excréter ces composés dans le sang et de limiter leur passage cérébral. Les
transporteurs d’efflux participent également a 1’élimination par voie sanguine de

composés toxiques et déchets métaboliques présents dans le compartiment cérébral. On

56



Introduction bibliographique

distingue les protéines de transport de type ATP-binding cassette (ABC), responsables
d’un transport actif primaire, des solute carrier transporters (SLC) permettant une
diffusion facilitée ou un transport actif secondaire. Les transporteurs d’efflux des
interfaces sang-cerveau appartiennent essentiellement aux familles ABCB, ABCC et
ABCG, et aux familles SLC15, SLC21/SLCO et SLC22 (Strazielle & Ghersi-Egea,
2015). Ces transporteurs ont des spécificités de substrats larges, parfois chevauchantes.
La distribution de ces protéines de transport varie entre les différentes interfaces sang-

cerveau, ce qui suggere 1’existence de propriétés de barriere spécifiques.
9

Médicament ou
. composé toxique -
®——

l Phase ll

Phase lll

Cellule

Figure 12 | Principe général du métabolisme des xénobiotiques.

Lorsqu’un composé toxique ou un médicament (X ou X-OH) pénétre dans une cellule, il peut étre
pris en charge par les enzymes du métabolisme des xénobiotiques. Ces enzymes vont modifier ce
composé pour le rendre moins actif et faciliter son élimination. La phase I, ou phase de
fonctionnalisation, permet de rendre plus hydrophile le composé toxique (ou le médicament) par
I’ajout d’un groupement -OH, -NH», -COOH, ou -SH. Les enzymes de phase I, réalisant cette
premiére étape, sont des mono-oxygénases (e.g. flavine mono-oxygénases, cytochromes P450),
des estérases, des amidases ou des oxydoréductases (e.g. monoamines oxydases). La phase I, ou
phase de conjugaison, permet de rendre le métabolite (X-OH) moins réactif et plus hydrosoluble.
Cette étape est assurée par des enzymes de phase Il qui sont des transférases (e.g. glutathion
transférase, UDP-glucuronyltransférase, sulfotransférase). Enfin, la phase III permet d’excréter le
conjugué formé a I’extérieur de la cellule. Cette étape est assurée par des transporteurs d’efflux.
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Les enzymes antioxydantes et de détoxification travaillent en association avec les
transporteurs d’efflux et participent a la formation de barriéres métaboliques au niveau
des interfaces sang-cerveau. Parmi les enzymes de détoxification, on distingue les
enzymes de phase I qui augmentent la polarit¢ des xénobiotiques par une étape de
fonctionnalisation avec un groupement hydrophile, et les enzymes de phase II qui, en
conjuguant les xénobiotiques avec des co-substrats polaires (e.g. glutathion réduit),
favorisent leur élimination (Figure 12). L’¢limination des métabolites, qui correspond a

la phase III, se fait par des transporteurs d’efflux.

L’activité enzymatique dans le compartiment cérébral a longtemps été jugée
insignifiante comparée a 1’activité mesurée dans le foie qui est I’organe de détoxification
majeur. Des études plus approfondies sur les différentes structures composant I’encéphale
ont cependant démontré un enrichissement important de certaines enzymes du
métabolisme des xénobiotiques dans les interfaces sang-cerveau chez le rongeur et chez

I’homme (Decleves et al., 2013).

2.2.3. Barriere hémato-encéphalique

La BHE est une interface dynamique, essentielle au contréle du microenvironnement
du SNC. Cette interface sang-cerveau est de loin la mieux caractérisée ; elle a été 1’objet
de nombreuses ¢études dans le but de comprendre les mécanismes régulant la

biodisponibilité¢ cérébrale des médicaments.

2.2.3.1. Localisation et surface d’échange

La BHE est localisée au niveau de I’ensemble des microvaisseaux cérébraux, a
I’exception des capillaires irriguant les organes circumventriculaires et les plexus
choroides. Cette barriere est une importante interface d’échange entre le sang et le
parenchyme cérébral : chez I’homme adulte, la surface luminale des capillaires cérébraux
est estimée entre 100 et 200 cm?-g™! de tissu cérébral en fonction de la région étudiée, soit
prés de 21 m? pour un cerveau de 1400 g (Reichel, 2015). La densité du réseau capillaire

dépend de la région cérébrale étudiée mais aussi de I’age (Miyawaki et al., 1998).
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Chez le rat adulte, la surface de la BHE et la distance inter-microvaisseaux sont
respectivement estimées a 179 cm?-g™! de tissu et 19,5 + 4,0 um dans la substance grise,
et a 107 cm?.g! de tissu et 29,8 + 13,0 um dans la substance blanche (Schlageter et al.,
1999). La densité capillaire cérébrale évolue au cours du développement : elle est
multipliée par quatre entre la naissance et la 3°™ semaine postnatale (Caley & Maxwell,
1970). Le flux sanguin dans le cortex cérébral augmente également de fagon importante
au cours du développement : il est estimé a 0,32 mL-min!-g"! de tissu cérébral chez le rat
de deux semaines, et 0,6 mL-min'-g! de tissu cérébral chez le rat adulte (Szmydynger-

Chodobska et al., 1994).

2.2.3.2. Unité neurovasculaire

La BHE est formée par un réseau cellulaire et moléculaire complexe, appelé unité
neurovasculaire, s’articulant autour des cellules endothéliales des capillaires cérébraux.
Ces cellules reposent sur une fine membrane basale dans laquelle sont enchassés des
péricytes. Chez I’adulte, la membrane basale est recouverte d’un manchon de pieds
astrocytaires. Les cellules de la microglie et les interneurones communiquent directement
avec les péricytes et les astrocytes de la BHE et participent a I’unité neurovasculaire. Les
principales caractéristiques des cellules composant I’unité neurovasculaire sont détaillées

ci-apres.
Cellules endothéliales

Les cellules endothéliales des capillaires cérébraux different de celles des
microvaisseaux périphériques mais aussi de celles des autres trongons vasculaires
cérébraux (Wilhelm et al., 2016). Une étude transcriptomique, réalisée par single cell-
RNAseq, a récemment mis en évidence une « zonation cellulaire »* endothéliale graduelle
le long de I’axe artério-veineux cérébral de la souris adulte (Figure 15) (Vanlandewijck
et al., 2018). Par ailleurs, cette étude a mis en évidence trois nouvelles sous-populations
de cellules endothéliales. Ces cellules endothéliales particuliéres, qui se distinguent par

une capacité de synthése protéique particulierement élevée, seraient probablement

3 Zonation cellulaire : changements phénotypiques cellulaires le long d’un axe anatomique ou au sein d’une
structure.
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réparties au sein de I’ensemble de ’arbre artério-veineux cérébral (y compris au niveau

des capillaires sanguins) (Vanlandewijck et al., 2018).

Cellule Neurones

microgliale

Gap : Cx30, Cx43

JS : Cldn5, Cldn12, Ocln
JA : Cadh5
Gap : Cx43

Mgp endothe"a’e

Cellule Péricyte ~
dothélial 2
//‘, enaotneliale J’/);a/e

L)

Cellule
musculaire lisse

Astrocytes

Artériole Capillaire Veinule

Figure 13 | Schéma d’une portion de vaisseau sanguin cérébral, de I’artériole a la veinule
afférente.

Ce schéma représente les principaux composants cellulaires des vaisseaux sanguins cérébraux et
les interactions moléculaires qui les unissent. L unité neurovasculaire est localisée au niveau des
capillaires de la barriére hémato-encéphalique (BHE). Les cellules endothéliales de 1’unité
neurovasculaire (bleues) sont reliées entre elles par des jonctions serrées et des jonctions
adhérentes. Les cellules endothéliales sont entourées par des péricytes (orange) qui sont enchassés
dans la membrane basale endothéliale (verte). Les péricytes communiquent avec les cellules
endothéliales par des jonctions « peg-and-socket » qui permettent le transport de nutriments et de
molécules de signalisation. Un manchon astrocytaire entoure les capillaires de la BHE. Les
astrocytes (gris) qui le composent sont liés par des jonctions communicantes (gap junction). Les

neurones (roses) et les cellules microgliales (bleu clair) participent aussi a [’unité neurovasculaire.

Abréviations : Cldn : claudine, Cx : connexine, Gap : jonction communicantes (gap junctions),
JA : jonction adhérente, JS : jonction serrée, MB : membrane basale, Ocln : occludine.

Modifi¢ d’apres (Liebner et al., 2018).
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Les cellules endothéliales de la BHE sont organisées en une monocouche continue de
cellules polarisées connectées étroitement entre elles par des jonctions serrées (cf 2.2.3.3)
et des jonctions adhérentes (cadhérine 5) (Figure 14). La présence de jonctions
communicantes (gap junction) est également décrite, mais leurs fonctions restent a établir
(De Bock et al.,, 2014). Les cellules endothéliales de la BHE sont exemptes de
fenestrations et ont un faible niveau de pinocytose (De Bock et al., 2016; Smith &
Gumbleton, 2006). L’endocytose par récepteur, plus spécifique, permet aux molécules
nécessaires au bon fonctionnement cérébral (e.g. insuline, Fe’" 1ié a la transferrine,

lipoprotéines de faible densité) de traverser ces cellules (De Bock et al., 2016).

Les cellules endothéliales ont également une densité mitochondriale élevée, bien
supérieure a celle des cellules endothéliales périphériques, qui suggere une forte activité
métabolique (Oldendorf et al., 1977). Cette importante capacité métabolique est associée
a I’expression ¢levée de diverses enzymes, récepteurs et transporteurs participant au

phénotype de barriere (Decleves et al., 2013).

La surface luminale des cellules endothéliales est recouverte de glycocalyx sur une
épaisseur de ~ 0,46 um (L. Gao & Lipowsky, 2010). Le glycocalyx est un revétement
dense, riche en glycosaminoglycanes chargés négativement, qui est synthétisé par les
cellules endothéliales. I permet par exemple la fixation de facteurs de croissance (e.g.
vascular endothelial growth factor, fibroblast growth factor) et d’enzymes (e.g.
lipoprotéine lipase). Le glycocalyx participe au phénotype de barriere. La charge négative
du glycocalyx réduit considérablement le passage des molécules anioniques, quelles que
soient leurs tailles (Vink & Duling, 2000). Une étude in vivo du passage cérébral de
composés fluorescents réalisée chez la souris par imagerie bi-phonique a montré que le
glycocalyx réduit également le passage des composés hydrophiles de haut poids
moléculaires (Kutuzov et al., 2018). La perméabilit¢ du glycocalyx a une molécule
donnée serait donc dépendante de sa charge, de son coefficient de partage entre le plasma

et le glycocalyx, et de sa taille (Kutuzov et al., 2018; Vink & Duling, 2000).
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Figure 14 | Schéma simplifié de la composition moléculaire des jonctions liant les cellules
endothéliales de la barriére hémato-encéphalique.

Les claudines et les occludines, protéines a 4 domaines transmembranaires et 2 boucles
extracellulaires, sont les composants membranaires les plus importants des jonctions serrées de la
barriére hémato-encéphalique. Les protéines junctional adhesion molecules (JAM) et la protéine
endothelial adhesion molecule (ESAM) sont des membres de la superfamille des
immunoglobulines. Le cytoplasme contient de nombreuses protéines adaptatrices de premier ordre
qui se lient au protéines membranaires, notamment les zonula occludens 1,2 et 3 (ZO-1 a3) et la
Ca’*-dependant serine protein kinase (CASK). Parmi les molécules adaptatrices du second ordre,
la cinguline est particuliérement importante et la junction-associated coiled-coil protein (JACOP)
peut également étre présente. Les protéines de signalisation et de régulation incluent la multi-
PDZ-protein 1 (MUPP1), les partitioning defective proteins 3 and 6 (PAR3/6), les membrane-
associated guanylate kinases avec orientation inversée des domaines d’interaction protéine-
protéine (MAGI-1 a 3), la ZO-1-associated nucleic acid-binding protein (ZONAB), 1’afadine
(AF06) et le regulator of G-protein signalling 5 (RGSS5). Toutes ces protéines (adaptatrices,
régulatrices ou de signalisation) controlent I’interaction des composants membranaires avec le
cytosquelette d’actine et de vinculine. Dans les cellules épithéliales, les jonctions serrées et
adhérentes sont strictement séparées les unes des autres, mais dans les cellules endothéliales, ces
jonctions sont entremélées. La molécule la plus importante des jonctions adhérentes endothéliales
est la vascular endothelial cadherin (VE-cadhérine). En outre, la platelet—endothelial cell
adhesion molecule (PECAM) intervient dans 1’adhésion homophilique. Les molécules de liaison
principales entre les jonctions adhérentes et le cytosquelette sont les caténines, la desmoplakine
et la caténine p120 (p120°™).

D’apres (Abbott et al., 2006).
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Péricytes

Les péricytes sont des cellules murales localisés autour des capillaires, des veinules
post-capillaires et des artérioles terminales. L’étude transcriptomique de single cell-
RNAseq réalisée par Vanlandewijck et collaborateurs décrit les péricytes du SNC comme
un groupe cellulaire homogéne (Figure 15) (Vanlandewijck et al., 2018). Cette étude a
¢galement permis de mettre en évidence chez la souris un profil transcriptomique
spécifique aux péricytes, qui €taient jusque-la difficilement différenciés des cellules
musculaires lisses vasculaires avec lesquelles ils partagent la méme origine embryonnaire
(Korn et al., 2002; Vanlandewijck et al., 2018). Ces résultats, en contradiction avec la
diversit¢ des phénotypes péricytaires décrits par ailleurs, sont a considérer avec
précaution : ils pourraient étre biaisés par le choix du marqueur cellulaire utilisé pour

isoler les cellules murales (Pdgfra-H2BGFP) (J. Cheng et al., 2018).

Chez le rat, les péricytes recouvrent environ 40 % de la surface abluminale des
microvaisseaux cérébraux (Mathiisen et al., 2010). Les péricytes sont presque
enticrement enveloppés dans la lame basale de la membrane basale qu’ils partagent avec
les cellules endothéliales. Au niveau de certaines zones trés focalisées, les péricytes
forment des jonctions de type « peg-and-socket» avec les cellules endothéliales (N-
cadhérine, connexine 43) : des protrusions cytoplasmiques péricytaires (pegs) s’inserent
dans des invaginations endothéliales (socker) ce qui permet le passage de nutriments et
de molécules de signalisation (Liebner et al., 2018). Les péricytes forment également des
jonctions adhérentes (adhesion plaques) et des jonction communicantes (gap-junction
like) avec les cellules endothéliales et les astrocytes avoisinants (Armulik et al., 2011;

Tanigami et al., 2012).

Les péricytes ont un role clé dans I’angiogenéese. En 2010, les travaux d’ Annika Armulik
et de Richard Daneman ont montré in vivo que les souris péricytes-déficientes
développent un réseau de capillaires cérébraux moins dense, avec des vaisseaux de
diamétres plus importants (Armulik et al., 2010; Daneman et al., 2010). Les péricytes
permettent également d’induire et de maintenir les propriétés de barriere des
microvaisseaux cérébraux en contrdlant 1I’expression et/ou la distribution cellulaire de

certaines protéines endothéliales (e.g. ANG1, ANG2, MFSD2A, CD71) et astrocytaires
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(e.g. AQP4) (Armulik et al., 2010; J. Cheng et al., 2018; M. Zhang et al., 2013). Par
exemple, les péricytes limitent la trancytose endothéliale en induisant I’expression
endothéliale de Mfsd2a chez la souris (Ben-Zvi et al., 2014). Enfin, les péricytes régulent
I’entrée des cellules immunes dans le SNC, probablement via la régulation de récepteurs

endothéliaux (Daneman et al., 2010).

Artere Artériole Veinule Veine

Capillaire

v

Cellules murales 1 Cellules fibroblast-like

Cellules endothéliales

| Matrice extracellulaire
V= LAMA1-positive

Figure 15 | Illustration schématique de la zonation cellulaire au sein de ’arbre artério-
veineux cérébral.

L’étude transcriptomique (single cell-RNAseq) des cellules endothéliales des artéres, capillaires
et veines cérébrales (rouges, violette et bleues respectivement) suggere que ces cellules présentent
des changements phénotypiques graduels le long de I’arbre artérioveineux. Les cellules murales
des vaisseaux cérébraux sont les péricytes et les cellules musculaires lisses. L’étude
transriptomique de ces populations cellulaires a mis en évidence deux continuums cellulaires
distincts : le premier concerne les péricytes (jaunes) situés autour des capillaires sanguins et les
cellules musculaires lisses des veines (vert clair et vert foncé), le second concerne les cellules
musculaires lisses des arteres et artérioles (vert clair et vert foncé). La transition entre les cellules
murales des artérioles (cellules musculaires lisses) et des capillaires (péricytes) est nette (fleche
rouge). Les cellules fibroblast-like sont en étroite association avec les arteres, artérioles, veinules
et veines de ’arbre artério-veineux cérébral. La distribution de ces cellules coincide avec celle de
la protéine de matrice extracellulaire LAMAL (laminin subunit I, marqueur de la membrane
basale endothéliale). Les cellules fibroblast-like sont localisées entre les cellules endothéliales et
les pieds astrocytaires.

D’apres (Vanlandewijck et al., 2018).
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Membrane basale

La membrane basale est une matrice extracellulaire formée par 1'union de deux
feuillets : une lame basale d’origine « épithéliale », et une lame réticulaire d’origine
« conjonctive ». La lame basale est sécrétée par les cellules endothéliales et les péricytes
(qui sont enchéssés dans cette lame basale), et la lame réticulaire est synthétisée par les

cellules astrocytaires.

La membrane basale est indispensable a la formation de la BHE : elle permet I’ancrage
de I’endothélium aux péricytes et astrocytes sous-jacents. Elle est en effet constituée d’un
réseau de protéines (laminine, fibronectine, collagéne de type IV, protéoglycanes)
pouvant étre reconnues par les récepteurs transmembranaires (e.g. dystroglycanes,
récepteurs d’adhésion de la famille des intégrines) des cellules adjacentes (Baeten &

Akassoglou, 2011).

La membrane basale participe aussi au maintien de I’intégrité et des propriétés de
barriere de la BHE (Thomsen et al., 2017). Par exemple, une étude réalisée in vitro et in
vivo chez la souris a montré que I’inhibition fonctionnelle de I’intégrine 1, qui permet
I’interaction des cellules endothéliales avec la membrane basale, diminue I’expression
endothéliale de la claudine 5 (Cldn5) et augmente la perméabilit¢ de la BHE (Osada et
al., 2011).

Astrocytes

Les astrocytes font partie des cellules gliales. Ces cellules présentent des
caractéristiques variées en fonction de leurs localisations tissulaires et des interactions
qu’elles établissent avec les autres cellules neurales environnantes. Les astrocytes de
I’unité neurovasculaire présentent de nombreux prolongements cytoplasmiques, appelés
pieds astrocytaires, qui entourent la membrane basale des microvaisseaux cérébraux.
Ces pieds astrocytaires sont enrichis en canaux AQP4 et en canaux potassiques KIR4.1
(Abbott et al., 2006). Les astrocytes périvasculaires présentent aussi une expression
¢levée de connexine 43 et 30 qui leur permettent d’établir des jonctions communicantes

(gap junctions) (De Bock et al., 2014).
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Les données concernant le taux de recouvrement du manchon astrocytaire et la taille
des éventuels interstices entre deux pieds astrocytaires font actuellement débat. Caley et
Maxell, Mathiisen, et Daneman ont étudié par microscopie électronique la structure de
I’unité neurovasculaire sur des coupes de cerveau de rat et de souris fixées par un mélange
d’aldéhydes. Ces auteurs décrivent un recouvrement presque complet du manchon
astrocytaire, avec des chevauchements cellulaires (Caley & Maxwell, 1970; Daneman et
al., 2010; Mathiisen et al., 2010). Les rares discontinuités du manchon astrocytaires
semblent remplies de prolongements microgliaux et pourraient donc permettre de
connecter la membrane basale aux cellules microgliales (Mathiisen et al., 2010). Une
¢tude plus récente, réalisée par Korogod, suggére un recouvrement astrocytaire plus
restreint (~ 60 %), permettant plus d’échanges entre la membrane basale et les cellules
neurales proches de I’unité neurovasculaire (Korogod et al., 2015). Cette ¢étude de
microscopie ¢lectronique, réalisée chez la souris, utilise la cryofixation qui induirait
moins de gonflement astrocytaire et respecterait mieux la structure de 1’unité
neurovasculaire. On peut globalement retenir que le manchon astrocytaire permet les
interactions entre les cellules endothéliales des microvaisseaux cérébraux et les cellules

de la microglie avoisinantes.

Les cellules astrocytaires ne sont pas impliquées dans la formation de la BHE au stade
embryonnaire : des études de microscopie €lectronique, réalisées chez le rat et la souris,
ont montré que les astrocytes se développent majoritairement au stade postnatal alors que
les jonctions serrées sont fonctionnelles bien avant la naissance (c¢f2.2.3.3) (Caley &
Maxwell, 1970; Daneman et al., 2010). Les astrocytes sont en revanche importants dans
le maintien du phénotype de barriére des cellules endothéliales de la BHE : ils améliorent
la qualité des jonctions serrées, régulent 1’expression et la polarisation de certains
transporteurs (ABCB1 (P-glycoprotéine), GLUT1) et peuvent induire des systémes
enzymatiques (Abbott et al., 2006; Liebner et al., 2018; C.-Y. Liu et al., 2018). Les
cellules endothéliales et les astrocytes semblent fonctionner de fagon synergique : la
coculture de ces cellules permet d’augmenter le potentiel antioxydant (e.g. catalase,

glutathion peroxydases) de chacun des deux types cellulaires (Schroeter et al., 1999).
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Le réseau astrocytaire participe également activement au contréle de I’homéostasie
cérébrale : il est capable de réguler le pH, la concentration des ions et le volume d’eau du
SNC (C.-Y. Liu et al., 2018). Par exemple, les astrocytes éliminent les ions K* produits
par I’activité neuronale : les astrocytes situés a proximité des neurones peuvent capter les
ions K, ces ions vont ensuite parcourir le réseau astrocytaire via les jonctions
communicantes (gap junctions, connexine 43) jusqu’aux astrocytes périvasculaires ou ils
seront libérés par les canaux KIR4.1 a proximité du flux sanguin (Nagelhus & Ottersen,

2013; Nicchia et al., 2005).

Autres cellules de ’unité neurovasculaire

Les cellules microgliales, dérivées des cellules neuroépithéliales, sont des cellules
immunitaires résidentes du cerveau. Ces cellules, abondantes au sein du SNC, ont un
faible taux de renouvellement. Au cours du développement cérébral, la microglie serait
importante dans la mise en place de la BHE : elle secréte des signaux pouvant réguler
I’angiogenese (e.g. protéines de la famille WNT) et I’astrogliogenése (e.g. jagged 1 et
Delt 1 (ligands de Notchl), IL-6, LIF, MCP-1, BMP2, FDF2) (Liebner et al., 2008;
Trembley & Sierra, 2015). Le rdle des cellules microgliales dans le maintien de la BHE
n’est pas connu. Ces cellules immunitaires, situées a proximité directe du flux sanguin,

seraient par ailleurs la premiére ligne de défense du SNC (Thurgur & Pinteaux, 2018).

Les neurones participent aussi a la vascularisation du cerveau et a la formation de la
BHE : ils sécrétent les facteurs WNT7A et WNT7B. Une fois la BHE établie, les neurones
traitent et transmettent les informations entre les différentes composantes cellulaires de

I’unité neurovasculaire (signaux chimiques et électriques) (Thurgur & Pinteaux, 2018).

2.2.3.3. Principaux mécanismes de barriere
Jonctions serrées

Les jonctions serrées se mettent en place trés tot au cours du développement
embryonnaire, probablement au moment méme de la différenciation des cellules
endothéliales de la BHE. Chez I’homme, les jonctions serrées de la BHE ont été observées

dés la 7°m semaine de développement embryonnaire (Mollgdrd & Saunders, 1986). Chez
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le rongeur, ces jonctions apparaissent et sont fonctionnelles entre le 11°™ et le 13°™ jour
embryonnaire, ce qui coincide avec la disparition des fenestrations des cellules
endothéliales (Mollgard & Saunders, 1986; Wolburg & Lippoldt, 2002). La présence des
jonctions adhérentes semble €tre un prérequis a la formation des jonctions serrées. Une
étude réalisée in vitro sur des cellules rénales canines (Madin-Darby canine kidney) a par
exemple montré que les nectines (protéines de jonction adhérente) sont impliquées dans
le recrutement des protéines de jonctions serrées junctional adhesion molecule (JAM)
(Fukuhara et al., 2002). Les jonctions serrées procurent a la BHE une importante
résistance transépithéliale ; elle est estimée a 1900 Q-cm? chez la grenouille (vaisseaux
sanguins de la pie-mere) et 3000 Q-cm? chez le rat (microvaisseaux de la surface du

cerveau) (Bradbury, 1993; De Bock et al., 2016).

Figure 16 | Dysfonction de la barriére hémato-
encéphalique chez les embryons de souris claudine 5
(Cldn5) déficientes.

Des embryons ressuscités de souris Cldn5™* (A) et Cldn5™ (B)
" de 18,5 ont été perfusés par voie intracardiaque avec une
amine biotinylée (~443 Da). Aprés 5 min, les embryons
entiers ou les cerveaux ont été fixés au formaldéhyde puis
congelés. Des sections congelées ont été incubées avec de la
streptavidine conjuguée a une peroxydase de raifort (HRP). La
peroxydase oxyde la biotine, ce qui forme un précipité marron
et permet de localiser I’agent biotinylé.

A. L’amine biotinylée est complétement exclue du cerveau
(fleche) et de la moelle épinicre (téte de fleche) des souris
Cldn5"* (a). L’amine ne diffuse pas dans le parenchyme
cérébral et reste confinée aux capillaires sanguins (b, ¢).

B. Au contraire, ’amine biotinylée pénetre le cerveau (fléche)
_‘ et la moelle épini¢re (téte de fléche) des souris Cldn5™.
{ L’agent biotinyl¢ infiltre abondamment le parenchyme
cérébral (b’, ¢).

Barre d’échelle: aeta’: 2mm, betb’: 40 um, cetc’: 10

| um.

D’apres (Nitta et al., 2003).
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Chez ’homme, les jonctions serrées liant les cellules endothéliales de la BHE sont
caractérisées par une forte expression de CLDNS, associée a une expression plus modérée
de CLDN3 et CLDN12 (Haseloff et al., 2015; Virgintino et al., 2004). L’expression de
la CLDNI (claudine de scellement) chez I’homme fait actuellement débat : certains
anticorps anti-CLDN1 ont montré une réactivité croisée avec la CLDN3 (Haseloff et al.,
2015; Wolburg et al., 2003). La CLDNS est une claudine de scellement qui participe a la
mise en place de la BHE et au contrdle de la perméabilité sang-cerveau. Les souris Cldn5-
déficientes présentent en effet une perméabilité sang-cerveau élevée aux molécules de
petits poids moléculaires (< 800 Da) (Figure 16) et une mortalité néonatale trés précoce
(Nitta et al., 2003). La contribution de la CLDN3 et de la CLDNI12 dans le
fonctionnement de la BHE est encore débattue (Liebner et al., 2018). La CLDN3 pourrait
limiter le passage des cellules immunes dans le SNC : chez la souris, une perte de Cldn3
associée a une désorganisation spatiale de la Cldnl a été décrite dans les capillaires
sanguins de la BHE entourés par un infiltrat inflammatoire dans un mod¢le
d’encéphalomy¢lite auto-immune (Wolburg et al., 2003). Chez le rat, une étude
transcriptomique (QRT-PCR) a par ailleurs mis en évidence I’expression spécifique des
Cldn4 et Cldnl6 dans des préparations de capillaires cérébraux isolés (Kratzer et al.,

2012).

L’occludine est une autre protéine membranaire intégrale présente au niveau des
jonctions serrées (Virgintino et al., 2004). Les souris occludine-déficientes présentent des
jonctions serrées d’aspect normal (immunohistofluorescence et microscopie
¢lectronique) au niveau de I’intestin, du rein et du foie ; I’aspect des jonctions serrées de
la BHE n’a pas été décrit sur ces animaux (Saitou et al., 2000). Les souris occludine-
déficientes développent cependant un phénotype complexe (retard de croissance, stérilité
masculine, calcifications cérébrales) suggérant que 1’absence d’occludine induit une
déficience modérée des jonctions serrées, y compris dans la BHE (Saitou et al., 2000).
L’occludine pourrait également avoir un role dans le sensing du stress oxydant (Haseloff
et al., 2015) : sous I’effet de I’hypoxie, I’occludine est rapidement internalisée (cellules
HEK-293 et MDCK-II) (Bellmann et al., 2014). Des molécules d’adhésion JAM,
appartenant a la famille des cortical thymocyte marker of the Xenopus (CTX) de la

superfamille des immunoglobulines, sont également exprimées au niveau des jonctions
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serrées de la BHE (Martin-Padura et al., 1998). Les protéines JAMI a 3 et ’endothelial
adhesion molecule (ESAM) sont impliquées dans I’assemblage et la stabilité¢ des
jonctions serrées, la polarisation des cellules endothéliales et permettent la migration des
leucocytes a travers la BHE (Jia et al., 2013; Liebner et al., 2018; Martin-Padura et al.,
1998). Enfin, la tricelluline et le /ipolysis-stimulated lipoprotein receptor (LSR) forment
des jonctions serrées « tricellulaires » au niveau des points de contact entre trois cellules
et participent ainsi au phénotype de barriere de I’endothélium (Masuda et al., 2011). Ces
différentes protéines membranaires intégrales sont liées par leur domaine C-terminal
intra-cytoplasmique a des « protéines d’échafaudage » de la famille des membrane-
associated guanylate kinases (MAGUK), les zonula occludens (ZO1, 2 et 3), qui les
relient au cytosquelette d’actine (Greene & Campbell, 2016; Liebner et al., 2018).

Transporteurs d’efflux

Les cellules endothé¢liales de la BHE présentent un trafic transcellulaire plus faible que
les cellules endothéliales des vaisseaux périphériques : elles sont notamment exemptes de
fenestrations et présentent un nombre réduit de vésicules de pinocytose (aspécifiques)
(De Bock et al., 2016; Strazielle & Ghersi-Egea, 2013). Au contraire, ces cellules
présentent de nombreux mécanismes de transports actifs et facilités qui permettent le
transport sélectif de nutriments et de composés biologiquement actifs (e.g. hormones
stéroides, eicosanoides) du sang vers le SNC, et I’élimination des déchets du SNC vers le
sang. Les principaux transporteurs d’efflux de la BHE et leurs localisations membranaires
sont décrits dans la Figure 17. Les profils développementaux d’expression de ces

transporteurs sont présentés dans le Tableau 3.

L’une des spécificités de la BHE est la présence importante d’ABCB1 (P-
glycoprotéine, PGP, MDR1) et d’ABCG2 (breast cancer resistance protein, Berp) sur la
membrane luminale des cellules endothéliales (Dauchy et al., 2008; Shawahna et al.,
2011; Strazielle & Ghersi-Egea, 2015). Chez ’homme, 1’expression d’ABCG2 est deux
fois plus importante que celle ’ABCBI1 (Shawahna et al., 2011). Le transporteur d’efflux
ABCBI1 accepte une grande variété de substrats dont certains médicaments

potentiellement intéressants dans le traitement des pathologies du SNC comme des
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immunosuppresseurs, —antirétroviraux, certains antibiotiques, certains agents
antidépresseurs et antipsychotiques. Des immunomarquages réalisés sur tissus humains
ont montré que le transporteur d’efflux ABCBI1 est présent sur la membrane des
microvaisseaux cérébraux dés le milieu de la gestation (Daood et al., 2008; Virgintino et

al., 2008).

Endothélium capillaire Epithélium choroidien
LCR

JS @ sicotas  sic22a8  Sic15a2 Sic22a2 §f JS

(Slc22a5) (SLCO3A1)

(Slc22a17) (Abcc5)

(SLCO3A1) (Abcc10)

(Slco2at) (Slc22a5)

Abcc1 Abcc4 Sico1a4d
;TF l ATP '
s s i — T —- G -
Parenchyme cérébral = Sang %

Figure 17| Représentation schématique des principaux transporteurs d’efflux
multispécifiques de la barriére hémato-encéphalique (gauche) et de la barriére sang —
liquide céphalorachidien choroidienne (droite) impliqués dans la neuroprotection.

Les noms soulignés correspondent aux transporteurs d’efflux dont I’existence a été démontrée
chez I’homme. Les noms des transporteurs sont indiqués entre parenthéses lorsque les données
concernant leur implication dans 1’efflux entre le compartiment cérébral (parenchyme cérébral ou

liquide céphalorachidien) et le sang sont encore limitées.
Abréviations : LCR : liquide céphalorachidien, JS : jonctions serrées.

D’apres (Strazielle & Ghersi-Egea, 2015).

Chez le rat, I’expression d’Abcbl augmente au cours du développement : elle est
multipliée par 5 entre le stade périnatal (9 j) et le stade adulte (Western-blot quantitatif)
(Gazzin et al., 2008; Strazielle & Ghersi-Egea, 2015). Le transporteur ABCG2 a un rdle

important dans les phénomenes de résistance médicamenteuse (Natarajan et al., 2012).
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Ce transporteur est exprimé chez ’homme a partir de la 22°™ semaine de gestation
(Daood et al., 2008). Chez le rat, le transporteur Abcg2 acquiert un haut niveau
d’expression tres tot au cours du développement qui se maintient a 1’age adulte (Strazielle
& Ghersi-Egea, 2015). Les transporteurs ABCC2 (multidrug resistance-associated
protein 2, MRP2) et ABCC4 (MRP4) sont localisés au pole luminal des cellules
endothéliales de la BHE (Strazielle & Ghersi-Egea, 2015). Ils prennent en charge de
nombreux xénobiotiques mais également des molécules partiellement détoxifiées comme

les conjugués au glutathion (GSH) (Bodo¢ et al., 2003).

Tableau 3 | Analyse comparative de D’expression développementale des transporteurs
d’efflux entre la barriére hémato-encéphalique et la barriére sang — liquide
céphalorachidien choroidienne.

Barriére hémato-encéphalique Barriére sang — liquide céphalorachidien
Principaux transporteurs Profil Principaux transporteurs .
développemental d’efflux Wrgil. dlvelloppemenil
ABCBI1/Abcbla 1 mRNA, Prot, Fc Abcc = F
ABCG2/Abcg2 = mRNA, (Prot) Abccl = mRNA, Prot
Abccd T mRNA Abcc4 <  mRNA
Slc22a8 = mRNA, prot Slc22a8 T  mRNA
Slco I Fe
Slcola5 = mRNA
Pept2/Slc15 mRNA, (Prot)
Autres transporteurs Profil Autres transporteurs
. e \ Profil développemental
multispécifiques développemental multispécifiques
Slc22a5 T  mRNA Abcblb N mRNA
Slcola4 T  mRNA, Prot Abcg2 l mRNA (Prot)
Slc22al7 = mRNA Abcc5 = mRNA
Slco2bl = mRNA Abcc9 J mRNA
Slco2al !l  mRNA Abccl0 = mRNA
Slc22a5 = mRNA
Slcolad = mRNA
Symboles et abréviations : i, =: augmentation, diminution, expression similaire chez ’adulte

en comparaison du stade périnatal, respectivement. mRNA : déterminé par qRT-PCR ou gene
array. Prot : déterminé par Western-blot quantitatif. (Prot) : déterminé par 1’intensité du signal
immunohistochimique ou d’immunohistofluorescence. Fc: déterminé par des ¢études

fonctionnelles a 1’aide de substrats spécifiques.

D’apres (Strazielle & Ghersi-Egea, 2015).
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Plusieurs transporteurs d’efflux de la famille SLC sont également présents dans la
BHE (Strazielle & Ghersi-Egea, 2015). Le transporteur d’efflux SLC22A8 (OAT3,
organic anion transporter 3) est le plus étudié ; il a été mis en évidence au pdle basolatéral
des cellules endothéliales des microvaisseaux cérébraux de souris par une étude
transcriptomique, et son expression est stable au cours du développement. Chez le rat, le
transporteur Slcola4 (Oatp2, organic anion transporting polypeptide 2) est présent aux
deux pdles des cellules endothéliales de la BHE ; son role dans I’efflux (plutot que dans

I’influx) reste a déterminer.

Enzymes de détoxification et enzymes antioxydantes

Plusieurs enzymes de détoxification sont exprimées dans les cellules endothéliales des

microvaisseaux cérébraux (Decléves et al., 2013).

Au sein de la BHE, les enzymes de phase I ont probablement pour réle d’inactiver les
composés pharmacologiquement actifs et les substances toxiques afin d’éviter qu’ils
n’entrent en contact avec le parenchyme cérébral (Decleves et al., 2013). Les
monoamines oxydases (MAO) inactivent les monoamines neuroactives (e.g adrénaline,
noradrénaline, sérotonine) ainsi que de nombreux autres xénobiotiques aminés, y compris
des molécules thérapeutiques. Au cours de la réaction de détoxification de ces composés
aminés, les MAO produisent du peroxyde d’hydrogéne (H>0:), normalement pris en
charge par les systémes antioxydants cellulaires (catalase, glutathion peroxydases). En
condition d’ischémie-reperfusion, les MAO peuvent cependant participer a
I’augmentation du stress oxydant : [’augmentation des concentrations en catécholamines
couplée a I’hyperoxie pendant la reperfusion augmente la production d’H>O> qui surpasse
alors les capacités antioxydantes cellulaires (Simonson et al., 1993). Chez I’homme, les
transcrits MOAA et MOAB ont été détectés dans des microvaisseaux isolés (Kalaria et al.,
1988; Shawahna et al., 2011). La MAO est localisée au niveau des mitochondries, ce qui
suggere un enrichissement en MAO au niveau des microvaisseaux de la BHE,
particulierement riches en mitochondries. Chez la souris, 1’expression du transcrit Maoa
est effectivement plus élevée dans les cellules endothéliales des capillaires de la BHE que

dans les cellules endothéliales des capillaires du foie ; le niveau d’expression de la Maob
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est cependant similaire entre ces deux types cellulaires (Vanlandewijck et al., 2018). Les
enzymes de la superfamille des cytochromes P450 (CYP) catalysent principalement des
réactions d’oxydation. L’activité de certaines CYP a été décrite dans les microvaisseaux
cérébraux chez I’homme et chez le rat (Ghersi-Egea et al., 1994, 1993). Les CYPIBI et
CYP2UI sont les CYP majoritaires dans les cellules de la BHE chez I’homme (Dauchy
et al., 2008; Shawahna et al., 2011). Le CYP1B1 intervient dans le métabolisme de
composés endogenes (e.g. estradiol, mélatonine), de médicaments (e.g. tamoxiféne,
docétaxel) et de composés toxiques (e.g. benzo[a]pyrene) (Dutour & Poirier, 2017). Cette
enzyme est surexprimée dans les tissus cancéreux, ce qui participerait a la résistance
médicamenteuse (Dutour & Poirier, 2017). Le CYP2U1 participerait au métabolisme des
acides gras insaturés (e.g. acide arachidonique, acide linolénique) et des acides gras
saturés a longue chaine (e.g. acide palmitique) (Dhers et al., 2017). Le CYP2U1 est en
revanche trés peu impliqué dans le métabolisme des xénobiotiques ; ses seuls substrats
pharmacologiques avérés sont la débrisoquine (avec une affinité envers cet
antihypertenseur bien moindre que celle du CYP2D6), et des composés issus du
métabolisme de la terfénadine (antihistaminique) (Dhers et al., 2017). Enfin, les époxydes
hydrolases métabolisent les époxydes en diols théoriquement moins toxiques. L.’époxyde
hydrolase microsomale (EPHXT1) est la plus impliquée dans la détoxification envers les
époxydes exogenes (e.g. oxyde de cyclohexéne) et les époxydes issus du métabolisme de
certains xénobiotiques (e.g. oxyde de styréne issu de la dégradation du styréne (plastique)
par les CYP) (Vaclavikova et al., 2015) ; elle est active dans les microvaisseaux cérébraux
chez I’homme (Ghersi-Egea et al., 1993). Chez la souris, I’Ephx1 a été détectée dans les
cellules endothéliales des vaisseaux cérébraux (Marowsky et al., 2009). Chez le rat, les
homogénats de microvaisseaux cérébraux isolés ont une activité époxyde hydrolase
envers le benzo[a]pyréne-4,5-oxide (fumée de cigarette) 6 fois supérieure a celle mesurée

dans les homogénats de cerveau total (Ghersi-Egea et al., 1988).

Les enzymes de phase II favorisent I’excrétion de leurs substrats en les conjuguant a
des molécules polaires. Les UDP-glucuronosyltransférases (UGT) catalysent des
réactions de glucuronosylation ; ’'UGTI1A1 forme notamment la bilirubine conjuguée a
partir de la bilirubine libre (Gazzin et al., 2012). Les UGT présentent de fortes différences

inter-espéces : ces enzymes n’ont pas ¢été détectées (ARNm, activité) dans les
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microvaisseaux chez ’homme mais ont une importante activité chez le rat chez lequel
elles conjuguent notamment des composés a structures phénoliques (e.g. 1-naphtol)
(Ghersi-Egea et al., 1988, 1993; Shawahna et al., 2011). Les glutathion transférases
(GST) catalysent la conjugaison de nombreux substrats électrophiles polaires avec du
glutathion réduit (GSH) (cf §3.2). L’isoenzyme GSTP1 est largement majoritaire dans les
cellules endothéliales des microvaisseaux cérébraux chez 1’homme ; les isoenzymes
GSTM2, GSTM3, GSTMS et GSTOI1 ont également été détectées (Shawahna et al.,
2011). Les sulfotransférases (SULT) ont de nombreux substrats endogenes (e.g.
hormones, stéroides) et exogenes (e.g. paracétamol). Le transcrit de la SULTIAI a été
détecté a faible niveau dans les capillaires cérébraux isolés humains (Shawahna et al.,

2011).

2.2.4. Barriere sang — liquide céphalorachidien choroidienne

2.2.4.1. Localisation et surface d’échange

La barriere sang-LCR choroidienne est localisée au niveau de I’épithélium des plexus
choroides. Les plexus choroides sont des organes papillaires trés ramifiés invaginés dans
les différentes cavités du cerveau : les deux ventricules latéraux, le 3™ ventricule et le
4¢me ventricule (Figure 4). Chez I’homme, le plexus choroide du 4°™ ventricule est formé
au cours de la 6™ semaine de développement embryonnaire, suivi par ceux des
ventricules latéraux (entre la 6™ et la 7™ semaine de développement embryonnaire), et
celui du 3°™ ventricule (Katarzyna M. Dziegielewska et al., 2001; Miiller & O’Rahilly,
1990). Quelle que soit I’espéce étudiée, le plexus choroide du 4°™ ventricule est le

premier formé.

La barri¢re sang-LCR choroidienne est une importante interface d’échange entre le
sang et le LCR circulant dans le systéme ventriculaire cérébral : sa surface apicale est
estimée entre 2 et 5 m? chez I’homme adulte (Spector, Keep, et al., 2015). Chez le rat de
30 jours, la surface apicale de cette interface est estimée a 75 cm?, et est donc proche de
la surface luminale des microvaisseaux de la BHE estimée a 155 cm? (Keep & Jones,
1990). En outre, les plexus choroides ont le plus important débit sanguin cérébral. Ce flux

sanguin augmente progressivement au cours du développement : il est estimé a 2,5 et
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2,7 mL-min!-g! de tissu pour les plexus choroides des ventricules latéraux et du 4™
ventricule respectivement chez le rat de deux semaines, et a 3,2 et 4 mL-min!-g"! de tissu
pour les plexus choroides des ventricules latéraux et du 4°™ ventricule respectivement

chez le rat adulte (Szmydynger-Chodobska et al., 1994).

2.2.4.2. Structure

Les cellules épithéliales des plexus choroides sont le si¢ge de la barriere sang-LCR
choroidienne. Cet épithélium entoure un stroma conjonctif riche en vaisseaux sanguins.
Les plexus choroides abritent également diverses cellules immunes. Les différentes

composantes de la barriére sang-LCR choroidienne sont détaillées ci-apres.
Epithélium choroidien

L’épithélium choroidien, dérivant du neuroépithélium®*, est en continuité avec
I’épendyme tapissant les ventricules cérébraux (Lun, Monuki, et al., 2015). Cet
épithélium forme de trés nombreuses villosités (Figure 18D). Il se compose d’une
monocouche continue de cellules cubiques bombées (Figure 18C), étroitement reliées

entre elles par des jonctions serrées, reposant sur une lame basale continue.

Le pdle apical de ces cellules est différencié en microvillosités (Figure 18C). Cette
spécialisation apicale, additionnée aux villosités de 1’épithélium choroidien, permet de
multiplier par 30 la surface d’échange entre le sang et le LCR (Spector, Keep, et al., 2015).
Les cellules épithéliales choroidiennes présentent également une ou deux douzaines de
cils’ non-motiles potentiellement impliqués dans la régulation de la production du LCR
(Figure 18C) (Narita & Takeda, 2015). Ces cils sont situés a proximité¢ immédiate des
cellules immunes de la surface des plexus choroides et pourraient donc également étre
une zone de contact privilégiée pour ces cellules immunes et/ou pour les facteurs
chimiques qu’elles sécretent (Narita & Takeda, 2015). Curieusement, une étude réalisée
ex vivo sur des plexus choroides isolés de souris a montré que la majorité des cils de

I’épithélium choroidien présentent une motilité transitoire au cours de la période

4 Cellules neuroépithéliales : Cellules souches multipotentes du SNC formant la paroi des ventricules
cérébraux chez le feetus.
3 Cils : Projections fines de la surface cellulaire de ~ 250 nm de diamétre et mesurant 5 a 10 pum.
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périnatale (Narita et al., 2012). Ces mouvements ciliaires (faible amplitude, faible
fréquence, orientation aléatoire) pourraient participer a la diffusion radiale de composés

synthétisés par les cellules épithéliales choroidiennes dans le LCR.

Au niveau intracellulaire, les cellules épithéliales sont riches en mitochondries, en
réticulum endoplasmique et en vésicules de sécrétion (Cornford et al., 1997). Cette
capacité métabolique importante permet tout d’abord d’assurer la sécrétion du LCR. Elle
est aussi associée a I’expression élevée de diverses enzymes, récepteurs et transporteurs

participant au phénotype de barriere (Ghersi-Egea, Strazielle, et al., 2018).

La microscopie ¢lectronique a permis de distinguer deux types cellulaires,
communément appelés cellules « claires » et cellules « foncées » (Figure 19) (Dohrmann,
1970). Les cellules « foncées », généralement moins nombreuses, présentent une densité
cytoplasmique et nucléaire plus élevée, 1égerement plus de vacuoles au pole apical, et
sont exemptes de cil ou présentent des cils filiformes (Dohrmann, 1970; Schultz et al.,
1977). La densité du milieu intracellulaire pourrait refléter le degré d’hydratation de la
cellule : I’administration de vasopressine ou une période de privation hydrique augmente

le pourcentage de cellules « foncées » (Johanson et al., 1999; Schultz et al., 1977).

Les cellules épithéliales de la barriere sang-LCR présentent ¢également des
particularités régionales : 1’équipe de Maria Lehtinen a en effet mis en évidence une
variation de 22 % entre le transcriptome des cellules épithéliales des plexus choroides des
ventricules latéraux et celui des cellules épithéliales du plexus choroide du 4°™ ventricule
de I’embryon de souris (RNA-seq, qRT-PCR, microarray) (Lun, Johnson, et al., 2015).
Les sécrétomes prédictifs des cellules épithéliales choroidiennes de ces deux tissus
suggerent que la composition du LCR varie en fonction du type de plexus choroide qui le

sécrete.
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Figure 18 | Ultrastructure du plexus choroide.

A. Micrographie électronique a transmission d'une cellule épithéliale de plexus choroide de rat.
La surface luminale contient de nombreuses microvillosités (Microvilli) et est séparée de I'espace
intercellulaire latéral (LIS) par des jonctions serrées (7./). Un labyrinthe de protrusions
membranaires plasmatiques (Labyrinth) apparait a la frontiére entre les membranes latérales et
basales. La membrane basale (BM) sépare 1'épithélium de l'interstitium qui, sur cette image,
manque de tissu conjonctif en raison de la technique de préparation. B. Micrographie en contraste
interférentiel de la pointe du 4°™ ventricule (4™ V). Une villosité choroidienne occupe la lumiére
du ventricule. Le tissu choroidien est composé d’un cceur conjonctif riche en capillaires sanguins
(Cap), et d’une monocouche de cellules épithéliales cuboidales. C. Micrographie électronique a
balayage de la surface ventriculaire d’un plexus choroide humain. Les cellules épithéliales sont
bombées et présentent de nombreuses microvillosités apicales (Microvilli) et quelques cils (Cilia).
Les zones plus denses aux électrons correspondent aux jonctions intercellulaires. D. Cryo-fracture
d’un plexus choroide de souris. L’épithélium choroidien montre de nombreux plis.

D’apres (Damkier et al., 2013).
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Figure 19| Microscopie électronique de
I’épithélium choroidien humain montrant les
cellules « claires » et « foncées ».

Le tissu est issu d’une biopsie de plexus choroide
de ventricule latéral (femme de 23 ans). Les
cellules ¢épithéliales montrent des densités
cytoplasmiques différentes qui permettent de
distinguer des cellules «claires» (L) et des
cellules « foncées » (D). Les fleches montrent des
vacuoles chargées d’osmium.

Abréviations : MV : microvillosités, N : noyau.
Grossissement : x11800.

D’apres (Dohrmann, 1970).

Stroma conjonctif et capillaires choroidiens

Le tissu conjonctif choroidien contient des fibroblastes. Ces fibroblastes sécrétent une
trame conjonctive lache qui est richement vascularisée. Contrairement aux capillaires
formant la BHE, les capillaires choroidiens sont fenétrés et ne présentent pas de jonctions

serrées.

Figure 20 | Représentation tridimensionnelle du réseau
sanguin irriguant une villosité choroidienne.

Les cellules endothéliales d’un plexus choroide latéral de rat
adulte ont été marquées par I’anticorps anti-Recal (vert) et
visualisées par microscopie a feuillets de lumiére. Les plexus
choroides présentent un dense réseau capillaire. Les cellules
¢épithéliales choroidiennes ne sont pas visibles sur cette

image.
Graduation : 10 pm.

D’apres (Ghersi-Egea, Strazielle, et al., 2018).
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Cellules immunes

Les plexus choroides sont une voie d’entrée dans le SNC pour les cellules du systéme
immunitaire et participent activement a la surveillance immune du SNC (Stolp et al.,
2013). Plusieurs types de cellules immunes résidentes sont associées aux plexus
choroides. Des macrophages et des cellules dendritiques (CD11c¢") sont localisés au sein
du stroma conjonctif, situé hors du SNC. Ces cellules ont un rdle clé dans la présentation
des antigénes aux lymphocytes T au cours d’éveénements inflammatoires centraux (Kaur
et al., 2016). Des cellules épiplexuelles, appelées cellules de Kolmer, sont apposées au
pole apical de I’épithélium choroidien (Figure 21). Ces cellules présentatrices d’antigénes
pourraient stimuler les lymphocytes centraux en cas de présence de pathogénes dans le

LCR ou dans le liquide interstitiel cérébral (Ransohoff & Engelhardt, 2012).

Figure 21| Images de microscopie électronique a balayage de la surface d’un plexus
choroide latéral de singe mile adulte (Cebus apella apella) montrant des cellules de Kolmer.

Les cellules de Kolmer (k) circulent a la surface de 1’épithélium choroidien (fléches). Ces cellules
ont de fins prolongements cytoplasmiques (p) qui partent du corps cellulaire.

Grossissement : A : x405, B : x425.

D’apres (Tamega et al., 2000).

2.2.4.3. Principaux mécanismes de barricre
Jonctions serrées

Les jonctions serrées présentes au niveau du pdle apical des cellules de I’épithélium

choroidien limitent les mouvements paracellulaires entre le sang et le LCR. Ces jonctions
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garantissent également la polarité de cet épithélium en empéchant la diffusion des

protéines transmembranaires entre les membranes apicale et basolatérale.

Les jonctions serrées se mettent en place et sont efficaces trés tot au cours du
développement. Des études fonctionnelles ont montré 1I’imperméabilité de 1’épithélium
choroidien & différents traceurs dés le 15°™ jour de développement embryonnaire chez le
rat, et le 1°" jour de développement postnatal chez I’opossum (Ek et al., 2003; Johansson

et al., 2006; Liddelow et al., 2013).

Chez I’homme, les jonctions serrées liant les cellules épithéliales choroidiennes sont
caractérisées par une expression des CLDNI1, 2, 3 et 5 mises en évidence par
immunohistochimie et immunohistofluorescence des les stades feetal (a I’exception de la
CLDNY) et pédiatrique (Kratzer et al., 2012; Virag et al., 2017). Chez le rat, des études
de qRT-PCR confirmées par analyses Western-blot, ont montré que les Cldnl, 2 et 3,
majoritaires, étaient associées aux Cldn6, 9, 10, 12, 19 et 22 (Kratzer et al., 2012). La
Cldn5 n’a pas été détectée chez le rat (Kratzer et al., 2012). La CLDNI est une claudine
de scellement. La CLDN2, spécifique des jonctions serrées de la barriere sang-LCR au
sein du cerveau, n’est pas une claudine de scellement : elle forme un pore permettant le
passage paracellulaire de petits cations inorganiques (K*, Na"), d’eau, et d’autres solutés
entre le sang et le LCR. Cette claudine est a l’origine de la faible résistance
transépithéliale mesurée a travers I’épithélium choroidien (178 Q-cm? chez la grenouille)
(Saito & Wright, 1983). Chez la souris, la perte de la Cldn3 dans la BHE est associée a
une infiltration inflammatoire ; la CLDN3 pourrait donc avoir un réle dans la régulation
du passage de cellules immunes a travers la barriere choroidienne (cf'§2.2.3.3) (Wolburg
et al., 2003). L’occludine et la tricelluline sont également présentes au niveau des
jonctions serrées (Iwamoto et al., 2016; Virag et al., 2017). Comme dans la BHE, la
tricelluline lie les membranes cellulaires au niveau des points de contact impliquant trois
cellules adjacentes, et régule ainsi le passage paracellulaire des molécules de haut poids
moléculaire (Mariano et al., 2011). La protéine Alix, exprimée a haut niveau dans la
barriere sang-LCR choroidienne, serait nécessaire a 1’organisation spatiale des jonctions

serrées (Campos et al., 2016).
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La composition des jonctions serrées différe entre les stades périnatal et adulte chez le
rat, ce qui suggere que les fonctions supportées par ces jonctions serrées sont régulées au
cours du développement (Kratzer et al., 2012). L’ expression transcriptomique des Cldn2,
9 et 22 augmente au cours du temps alors que celle des Cldn3 et 6 diminue. Ces résultats

ont été confirmés par Western Blot pour les Cldn2, 3 et 9.
Transporteurs d’efflux

Les principaux transporteurs d’efflux de la barriére sang-LCR choroidienne et leurs
localisations membranaires sont décrits dans la Figure 17. Les profils développementaux

d’expression sont présentés dans le Tableau 3.

Plusieurs types de transporteurs ABC ont été identifiés dans les cellules épithéliales
des plexus choroides, avec globalement une expression majoritaire des protéines de type
ABCC (MRP). Les transporteurs de type ABCC participent a I’¢limination des conjugués
au GSH, des glucuro- et des sulfo-conjugués par exemple. Le transporteur d’efflux
ABCC1 (MRPI1), localis¢é sur la membrane basolatérale des cellules épithéliales
choroidiennes, est trés abondant chez I’homme dés le stade embryonnaire (22°™ semaine
de gestation) (Daood et al., 2008). Chez le rat, I’expression protéique d’Abccl mesurée
par Western-blot quantitatif est 1égérement plus faible dans les plexus choroides des
ventricules latéraux de I’adulte que du nouveau-né, et est stable dans les plexus choroides
du 4°™¢ ventricule (Gazzin et al., 2008). Le transporteur d’efflux ABCC4 (MRP4) est
¢galement abondant dans les plexus choroides. Chez le rat, I’expression transcriptomique
d’Abcc4 dans les plexus choroides augmente 1égérement au cours du développement
(Kratzer et al., 2013; Strazielle & Ghersi-Egea, 2015). Les transporteurs ABCCI1 et 4,
localisés au pdle basolatéral des cellules épithéliales choroidiennes, pourraient jouer un

role important dans la neuroprotection (Leggas et al., 2004; Rao et al., 1999).

Plusieurs familles de SLC susceptibles d’étre impliquées dans 1’excrétion des
xénobiotiques ont été mises en évidence dans les plexus choroides de rat : les Slco, Slc15
et Slc22. Le transporteur d’efflux Slcola4 (Oatp2) a été détecté au pole basolatéral des
cellules épithéliales choroidiennes chez le rat ; son expression transcriptomique ne varie

pas au cours du développement (Kratzer et al., 2013). Les transporteurs Slcola5 (Oatp3),
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Slc15a2 (Pept2), et Slc22a2 (Oct2), localisés au pdle apical, sont exclusivement exprimés
au niveau des plexus choroides chez le rongeur (Strazielle & Ghersi-Egea, 2015). Les
transporteurs SLC22A8 (OAT3) et SLC22A6 (OATI1) ont été localisés au sein des
cellules épithéliales choroidiennes chez I’homme, ils partagent un large panel de substrats
exogenes (Alebouyeh et al.,, 2003). Chez le rat, le transporteur Slc22a6, fortement
exprimé aux stades précoces de développement, semble progressivement étre remplacé
par le transporteur Slc22a8 qui présente un profil développemental inverse (étude

transcriptomique) (Kratzer et al., 2013).
Enzymes

A D'instar des microvaisseaux cérébraux de la BHE, les plexus choroides expriment

des enzymes qui participent au phénotype de barriere (Decleves et al., 2013).

Les plexus choroides présentent une remarquable expression de plusieurs enzymes de
phase 1. Ces structures ont le plus haut niveau de MAO dans le cerveau, comparable au
niveau hépatique (Kalaria et al., 1988). Chez le rat, I’expression transcriptomique des
Moaa et Moab augmente au cours du développement périnatal (Kratzer et al., 2013).
L’expression et I’activité¢ des CYP dans les plexus choroides n’ont pas été étudiées chez
I’homme. Chez le rat, les plexus choroides ont le niveau le plus haut niveau d’activité
Cyp au sein du cerveau (mesurée envers la 7-benzoxyrésorufine), mais cette activité reste
4 fois inférieure a P’activité hépatique (Ghersi-Egea et al., 1994). Les transcrits des
Cyplbl, 2d4, 2j4 et 2ul ont été détectés dans les plexus choroides des ventricules latéraux
chez le rat adulte ; I’expression transcriptomique du Cyplbl est supérieure aux stades
embryonnaire et périnatal (Kratzer et al., 2013). Enfin, ’EPHX1 est trés exprimée dans
les cellules épithéliales des plexus choroides chez ’homme dés le stade feetal et chez la
souris (Marowsky et al., 2009; Vasiljevic, 2017). Chez le rat, I’activit¢ Epxhl
choroidienne mesurée envers le benzo[a]|pyréne-4,5-oxide est comparable a 1’activité
Epxhl hépatique, et est 17 fois supérieure a I’activité Epxhl mesurée dans des capillaires
isolées (Ghersi-Egea et al., 1994). L’expression transcriptomique de I’Ephx] est par
ailleurs stable entre le stade embryonnaire et le stade adulte dans les plexus choroides du

rat (Kratzer et al., 2013).
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Les plexus choroides expriment également de nombreuses enzymes de phase 1. Chez
le rat, les Ugt ont une importante activité choroidienne envers les composés planaires (1-
naphtol, 4-méthylumbelliférone), comparable a 1’activité hépatique (Leininger-Muller et
al., 1994). L’activité Ugt choroidienne est, en fonction du substrat utilis¢, 40 a 150 fois
supérieure a 1’activité mesurée dans les cellules de la BHE (Ghersi-Egea et al., 1994).
Aucune donnée n’est cependant disponible chez I’homme. La SULT1A1 est bien
exprimée dans les plexus choroides chez I’homme, et présente une importante activité
enzymatique envers le 4-nitrophénol et le 3,3’-T> (Richard et al., 2001). L’expression et

I’activité choroidienne des GST sont détaillées dans la partie §3.2.

En plus des enzymes du métabolisme des xénobiotiques, les plexus choroides ont des
activités enzymatiques antioxydantes qui participent au phénotype de barriere. L’étude
d’Ivan Tayarani a révélé une remarquable activité¢ glutathion peroxydase (Gpx), 10 fois
supérieure a I’activité mesurée dans les autres structures cérébrales chez le rat (Tayarani

etal., 1989) (cf §3.2).
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3. Mécanismes de neuroprotection choroidiens liés au glutathion

Le GSH est un tripeptide impliqué dans de nombreuses réactions biochimiques dont

certaines sont essentielles a la survie cellulaire. En particulier, le GSH a un r6le important

dans la protection envers le stress oxydantet la détoxification des molécules

¢lectrophiles et des xénobiotiques. Les plexus choroides présentent une remarquable

machinerie enzymatique liée au glutathion, ils pourraient donc avoir un role prépondérant

dans la protection cérébrale envers les stress oxydants et toxiques.

3.1. Glutathion

3.1.1. Fonctions

Tableau 4 | Roles du glutathion.

Défense anti-oxydante et >
détoxification

Implication dans les voies >
métaboliques

Régulation

Scavenging des radicaux libres et autres ERO

Elimination du peroxyde d’hydrogéne et des peroxydes lipidiques
(via I’activité GPX)

Formation de mercapturates a partir de composés électrophiles (via
Iactivité GST)

Conversion des formaldéhyde (carcinogénes) en formiates (via
I’activité formaldéhyde déshydrogénase)

Synthése des leucotriénes et prostaglandines (via I’endoperoxyde
isomérase)

Formation de nitrosothiol a partir du NO (ce qui permet le transport
du NO dans le plasma et augmente sa demi-vie)

Stockage et transport de la cystéine

Statut redox intracellulaire

Expression génique et protéique (via I’activation de certaines voies
de signalisation en fonction du statut redox intracellulaire)
Prolifération cellulaire et apoptose (controlées par le statut redox
intracellulaire)

Production de cytokines et réponse immunitaire (controle du
phénotype Th1/Th2 par la balance GSH/GSSG)

Glutathionylation protéique

Fonction et intégrité¢ mitochondriale (via I’activité GPX)

Abréviations : ERO : especes réactives de I’oxygeéne, GPX : glutathion peroxydase, GSH :

glutathion réduit, GSSG : glutathion oxyd¢, GST : glutathion transférase.

Modifi¢ d’apres (Wu et al., 2004).
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Le GSH a de nombreuses fonctions dans 1’organisme ; certaines sont reportées dans le
Tableau 4. Le GSH participe notamment a la défense envers le stress oxydant, via
plusieurs systémes enzymatiques et non-enzymatiques. Tout d’abord, ce peptide est un
piégeur d’espéces réactives de ’oxygéne® (ERO) aussi appelé scavenger : les ERO vont
réagir préférentiellement avec le GSH, ce qui limite leurs interactions avec les autres
composants cellulaires (ADN, protéines et lipides) (Ahmadinejad et al., 2017; Haenen &
Bast, 2014). Le GSH est également le cosubstrat des GPX et participe ainsi a I’élimination
des hydroperoxydes et des hydroperoxydes lipidiques (cf §3.2) (Brigelius-Floh¢ &
Maiorino, 2013). Le GSH a un role important dans la défense envers les stress toxiques.
C’est en effet le cosubstrat des GST qui sont capables de prendre en charge des toxiques
divers (e.g. hydrocarbures aromatiques, médicaments anti-cancéreux). Enfin, le GSH est
une forme de stockage de la cystéine et permet son transport extracellulaire (nécessaire

a la synthese intracellulaire du GSH et de nombreuses autres protéines) (cf §3.1.3.1).

3.1.2. Répartition tissulaire et concentrations cellulaires

Le GSH est présent de fagon ubiquitaire dans les cellules de mammiferes, a des
concentrations pouvant atteindre 12 mM (Dringen, 2000). Une étude approfondie de la
littérature réalisée récemment par Caroline Rae et Stephen Williams évalue entre
1 et 2 mM la concentration du glutathion total” dans le cerveau humain (études utilisant
la spectroscopie a résonance magnétique), avec des variations importantes en fonction de
la zone cérébrale étudiée (Rae & Williams, 2017). La concentration en GSH est par
exemple deux fois plus importante dans le cortex cingulaire antérieur que dans le cortex
occipital (Sanaei Nezhad et al., 2017). La concentration en GSH dépend également du
genre : dans 1’étude menée par Mandal et collaborateurs, la concentration en GSH est
supérieure chez les femmes dans 7 des 8 régions cérébrales étudiées (Mandal et al., 2012).

Par ailleurs, la concentration en GSH dans le cerveau diminue au cours du vieillissement

% Espéces réactives de I’oxygene : Espéces chimiques oxygénées trés réactives telles que des radicaux-libres
(e.g. anion superoxyde O:, radical hydroxyl OH-, oxyde nitrique NO-) et des peroxydes (e.g. H20z,
peroxydes lipidiques).

7 Glutathion total : Glutathion réduit (GSH) et oxydé (GSSG).
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et dépend de la condition physiopathologique de I’individu étudié¢ (Emir et al., 2011;
Mandal et al., 2012; Rae & Williams, 2017).

Chez le rat, les concentrations en GSH, mesurées sur des coupes de cerveau ex vivo
par fluorimétrie aprés conjugaison avec le monochlorobimane (MCB), sont par exemple
élevées dans les  cellules épendymaires  tapissant les  ventricules
latéraux (2,73 + 0,56 mM) et dans les cellules des méninges (1,45 + 0,09 mM), et sont
plus faibles dans les astrocytes (0,9 = 0,08 mM) et les neurones (0,21 = 0,02 mM) (Sun
et al., 2006). Chez la souris et le rat, des analyses histochimiques non-quantitatives du
GSH ont révélé un marquage particulierement important des cellules épithéliales

choroidiennes (Philbert et al., 1991; Slivka et al., 1987).

3.1.3. Métabolisme

3.1.3.1. Synthese

Le GSH, ou y-L-glutamyl-L-cystéinylglycine, est composé de trois acides aminés : le
glutamate, la cystéine, et la glycine (Figure 22A4). 1l est synthétisé par les actions
consécutives de deux enzymes ATP-dépendantes (Figure 23) : la y-glutamylcystéine
synthétase (ou glutamate-cystéine ligase, E.C. 6.3.2.2) et la glutathion synthétase (E.C.
6.3.2.3). Le GSH exerce un rétrocontrdle négatif (inhibition compétitive, Ki = 2,3 mM)
sur la y-glutamylcystéine synthétase, ce qui permet de réguler les niveaux intracellulaires

de GSH, de glutamate et de cystéine (Dringen, 2000).

Au sein du SNC, le GSH peut étre produit par les cellules neurales in situ. L’ensemble
du parenchyme cérébral présente en effet les activités y-glutamylcystéine synthétase et
glutathion synthétase nécessaires a cette synthese. Ces activités, mesurées ex vivo a partir
de tissus cérébraux de lapin et de beeuf, sont particulieérement €levées dans les plexus
choroides (Okonkwo et al., 1974; Tate et al., 1973). Cette capacité particuliere de

production du GSH est en adéquation avec les importants taux choroidiens de GSH

(cf $3.1.2).
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Figure 22 | Structure chimique du glutathion réduit et du glutathion oxydé.

A. Le glutathion réduit (GSH), aussi appelé L-y-glutamyl-L-cystéinylglycine, est un tripeptide.
Le glutamate N-terminal et la cystéinylglycine sont liés par le groupe y-carboxyle du glutamate.
Le résidu cystéine (ou cystéinyl) contient un groupe thiol réactif (R-SH) permettant au GSH
d’assurer 1’essentiel de ses fonctions. B. Le glutathion oxydé (GSSG) est un dimére formé par
I’union de deux molécules de GSH par un pont disulfure (R-SS-R) reliant les deux résidus

cystéines.

Modifi¢ d’aprés (Arauz et al., 2016).

La syntheése intracellulaire du GSH est conditionnée par I’acces aux acides aminés le
composant. Le glutamate et la glycine ne sont pas limitants, contrairement a la cystéine.
La cystéine peut entrer dans les cellules neurales par le transporteur d’acides aminés
neutres ASC1 sodium-dépendant, ou par le transporteur SLC1 (EAAT3) appartenant a la
famille des transporteurs d’acides aminés excitotoxiques (EAAT) (Rae & Williams,
2017). La concentration extracellulaire en cystéine étant relativement faible (6 uM), cet
acide aminé est principalement apporté par la métabolisation intracellulaire de composés
soufrés précurseurs (e.g. cystine, cystéinylglycine, y-glutamylcystéine) (Dringen, 2000;
Dringen & Hamprecht, 1999; Kranich et al., 1996; Rae & Williams, 2017). La cystine est

un homodimeére de cystéine qui peut étre clivé sous 1’effet réducteur de I’environnement
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intracellulaire (Burdo et al., 2006; Rae & Williams, 2017). L’échangeur glutamate-
cystine X" a été localisé par immunohistochimie dans les neurones, les cellules gliales,
les cellules endothéliales de 1a BHE, les cellules épendymaires, et les cellules épithéliales
choroidiennes de I’homme et de la souris (étude des deux sous-unités xCT et 4F2hc)
(Burdo et al., 2006). Chaque type de cellule neurale a des « préférences » en terme de
précurseur de cystéine : les études réalisées in vitro par Dringen ont montré que les
neurones utilisent préférentiellement la cystéine déja formée pour synthétiser le GSH,
alors que les astrocytes peuvent utiliser la cystine (Dringen & Hamprecht, 1999; Kranich

et al., 1996).

3.1.3.2. Recyclage

Le GSH peut également provenir du « recyclage » intracellulaire du glutathion oxydé
(GSSG) produit par le scavenging des ERO, ou par I’activité¢ des GPX (Figure 23). Ce
recyclage, effectué par la glutathion réductase (GR), permet de limiter le pourcentage de

GSSG intracellulaire a moins de 2 % en condition physiologique (Rae & Williams, 2017).

3.1.3.3. Export

Le GSH formé peut étre exporté de la cellule par des transporteurs de type ABCC
(MRP). Le GSH extracellulaire, a ’instar des conjugués au GSH, est substrat de
Iectoenzyme® y-glutamyl transpeptidase. Cette enzyme catalyse le transfert du y-
glutamyl sur une molécule accepteuse, ce qui génére le dipeptide cystéinylglycine (ou un
conjugué au cystéinylglycine). Le cystéinylglycine peut étre hydrolysé par des
ectopeptidases en cystéine et glycine, qui pourront étre importées par d’autres cellules
neurales pour synthétiser du GSH. Les plexus choroides présentent une importante
activité y-glutamyl transpeptidase. Chez le lapin, cette activité est 50 a 100 fois supérieure
a celle mesurée dans les autres structures cérébrales étudiées (Tate et al., 1973). Les
cellules épithéliales choroidiennes sont responsables de cette activité: elles sont
fortement marquées par enzymohistochimie chez I’adulte (cobaye, rat, souris) et au cours

du développement postnatal (rat) (De Bault & Mitro, 1994; Gazzin et al., 2008).

8 Ectoenzyme : enzyme située sur la paroi externe d’une cellule.
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Figure 23 | Synthése et métabolisme du glutathion.

Le glutathion réduit (GSH) est formé par les actions successives de deux enzymes dépendantes
de ’ATP (en vert) : la y-glutamylcystéine synthétase (yGluCys synthétase) et la glutathion
synthétase (GSH synthétase). La yGluCys synthétase greffe la cystéine (Cys) au carbone y du
glutamate (Glu); la GSH synthétase ajoute ensuite la glycine (Gly) au y-glutamylcystéine
(yGluCys) formé.

Les acides aminés composants le GSH (cystéine, glycine, glutamate) peuvent étre importés dans
la cellule par des transporteurs spécifiques (en orange), ou étre synthétisés in situ a partir d’acides

amingés précurseurs (non présentes).

Le GSH est utilisé par différents systémes enzymatiques antioxydants ou de détoxification (en
bleu). Les glutathion peroxydases (GPX, en bleu) peuvent utiliser le GSH comme cosubstrat pour
détoxifier des hydroperoxydes toxiques (ROOH, en rouge). Cette réaction génere du glutathion
oxydé (GSSG) qui est réduit en GSH par la glutathion réductase (GR, en bleu) en utilisant la
nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH). Les glutathion transférases (GST, en
bleu) peuvent détoxifier des molécules électrophiles (Y, en rouge) en les conjuguant au GSH. Le
conjugué au GSH formé (GS-Y) peut sortir de la cellule par des transporteur de type ABCC (MRP,

en orange).

L’ectoenzyme y-glutamyl transpeptidase (YGIuTP, en bleu clair) peut catalyser le transfert du
groupement y-glutamyl du GSH extracellulaire sur une molécule accepteuse X, et génére ainsi le
dipeptide cystéinylglycine (CysGly). De la méme facon, cette enzyme peut utiliser des conjugués
au GSH extracellulaires (GS-Y) pour former un conjugué au cystéinylglycine (Y-CysGly). A
partir du dipeptide cystéinylglycine, les ectopeptidases (en bleu clair) peuvent générer de la
cystéine et de la glycine, acides aminés précurseurs du GSH.

Modifié d’apres (Dringen, 2000).
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3.2. Glutathion peroxydases et glutathion réductase

3.2.1. Isoenzymes et structures

Chez les mammiféres, les GPX (EC 1.11.1.9) forment une famille de huit isoenzymes’
ayant une méme origine phylogénétique (Brigelius-Flohé & Maiorino, 2013; Toppo et
al., 2008). Les GPX possédent un centre catalytique composé de 4 acides aminés : une
sélénocystéine ou une cystéine, une glutamine (ou une sérine), un tryptophane, et un acide
aspartique (Tosatto et al., 2008). On distingue les GPX ayant une sélénocystéine dans leur

centre catalytique (SecGPX) et les GPX ayant une cystéine (CysGPX) (Tableau 5).

Les SecGPX peuvent catalyser la réduction des hydroperoxydes en alcools en
utilisant le GSH comme substrat réducteur (Figure 24). La majorité des SecGPX peut
toutefois utiliser d’autres substrats réducteurs en absence de GSH (7Tableau 5). En
fonction de leurs conformations, les SecGPX peuvent catalyser la réduction
d’hydroperoxydes plus ou moins complexes : les homotétrameres (GPXI1, 2, 3 et 6)
prennent en charge des hydroperoxydes solubles de petits poids moléculaires alors que la
GPX4, enzyme monomérique, peut prendre en charge des hydroperoxydes lipidiques plus

complexes (Tableau 5).

R-OOH GSH NADP*
Hydroperoxyde Glutathion réduit Nicotinamide adénine
dinucléotide phosphate oxydé
GPX GR phosp Y
R-OH GSSG NADPH
Alcool Glutathion oxydé Nicotinamide adénine

dinucléotide phosphate réduit

Figure 24 | Couplage entre la réduction des hydroperoxydes en alcool par les glutathion
peroxydases (GPX) et le recyclage du glutathion oxydé en glutathion réduit par la glutathion
réductase (GR).

? Isoenzymes : enzymes catalysant la méme réaction chimique mais ayant une séquence d’acides aminés
différente.
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Tableau 5| Noms, caractéristiques structurelles, substrats et localisations des différentes

isoenzymes de glutathion peroxydases.

GPX1
(cGPx,
GSHPx-1)

GPX2
(GSHPx-GI,
GI-GPx,
GPx-GI)

GPX3
(pGPx,
pGSHPx,
GPxP)

GPX4
(PHGPx,
PIP)

GPX5
(eGPx)

GPX6
(OMP)

GPX7
(NPGPx)

GPX8

Sec,
homotétramere

Sec,
homotétramere

Sec,
homotétrameére

Sec,
monomere

Cys,
homotétrameére

Sec (Cys),
homotétrameére

Cys,
monomere

Cys,
monomere

Substrat
Réducteur Oxydant
H202, ROOH,
GSH (y-GluCys)  peroxynitrite,
LOOH soluble
GSH H>0O2
H>02, ROOH,
GSH LOOH
(Trx, Grx) soluble,
PLOOH
H>O,, ROOH,
GSH, DTT, peroxynitrite,
mercapatoéthanol, LOOH,
cystéine, PLOOH,
certains thiols ChOOH,
CEOOH
n.d. n.d.
n.d. n.d.
(GSH), PDI H>02, PLOOH
PDI ? H20:2

Localisation
Tissulaire Cellulaire
ubiquitaire cystosol,
! mitochondrie
épithélium

intestinal, foie

plasma, lait,
liquide broncho-
alvéolaire,
humeur aqueuse,
tissu adipeux,
liquide
amniotique,
membrane basale
des cellules
tubulaires du
cortex rénal

testicule

épididyme

¢épithélium
olfactif

extracellulaire

cytosol,
mitochondrie
ou noyau

intra- et
extracellulaire

reticulum
endoplasmique

membrane du
reticulum
endoplasmique

Les couleurs correspondent aux catégories de substrat : hydroperoxydes solubles de petits poids

moléculaire (lipidiques ou non) (rouges), hydroperoxydes lipidiques plus complexes (violets).

Abréviations : y-GluCys : y-glutamylcystéine, CEOOH : hydroperoxyde d’ester de cholestérol,
ChOOH : hydroperoxyde de cholestérol, DTT : dithiotréitol, Grx : glutarédoxine, LOOH :

hydroperoxyde lipidique, n.d. :

non déterminé, PDI : protéine disulfide isomérase, PLOOH :

hydroperoxyde phosholipidique, ROOH : hydroperoxydes synthétiques de petite taille (e.g.

hydroperoxyde de cumeéne, tert-butyl-hydroperoxyde), Trx : thioredoxine.

D’apres (Brigelius-Flohé & Maiorino, 2013; Emmink et al., 2014; Y.-S. Ho et al., 1997; Toppo et

al., 2008).
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Les CysGPX sont en réalit¢ des thiorédoxine peroxydases. En présence
d’hydroperoxyde, il se forme un pont disulfure intramoléculaire au sein de la CysGPX
qui nécessite 1’utilisation d’un substrat réducteur de type rédoxine (e.g. thiorédoxine)
(Brigelius-Flohé & Maiorino, 2013). Les caractéristiques cinétiques des CysGPX
suggerent qu’elles sont moins impliquées que les SecGPX dans la protection envers les

ERO.

La GR permet le recyclage du GSSG, produit par ’action des GPX, en GSH (c¢f §
3.1.3.2, Figure 24). Cette enzyme est trés conservée chez les procaryotes comme chez les
eucaryotes ; chez les eucaryotes, elle est localisée dans le cytoplasme et dans différentes

organelles dont le noyau et les mitochondries (Couto et al., 2016).

3.2.2. Fonctions principales

Les hydroperoxydes sont des ERO, et a ce titre sont impliqués dans des mécanismes
cellulaires trés variés. A hautes concentrations, les ERO peuvent induire des dommages
cellulaires importants (cassures des brins d’ADN, peroxydation lipidique, modifications
protéiques) directement ou indirectement par la formation de radicaux libres ou de
produits secondaires hautement réactifs (Buonocore Giuseppe et al., 2001). Par exemple,
I’H202, qui est un ROS relativement peu réactif, peut interagir avec des métaux de
transition comme le Fe?* et générer le radical hydroxyle OH- plus réactif et donc plus
toxique (réaction de Fenton). A faibles concentrations, certaines ERO ont des fonctions
physiologiques. L ’H>O> participent a la signalisation cellulaire de fagon autocrine et
paracrine (Bienert et al., 2006) ; il est notamment impliqué dans la neurogenése, la
polarisation et la maturation neuronale (Gauron et al., 2016; Wilson et al., 2018). Une
concentration faible ou modérée de 4-hydroxynonénal, produit de la peroxydation
lipidique des acides gras insaturés, pourrait induire différents facteurs de transcription
sensibles au stress oxydant comme le Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2 (NRF2
ou NFE2L2) et ainsi favoriser la survie cellulaire (Ayala et al., 2014). Les GPX régulent
les taux d’hydroperoxydes ; elles peuvent donc agir dans la protection envers le stress
oxydant et/ou dans la signalisation redox en fonction de leurs localisations cellulaires, de

leurs spécificités de substrat, et de leurs caractéristiques cinétiques. Les fonctions des
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différentes isoenzymes de GPX ont été revues par Regina Brigelius-Flohé et Mathilde
Maiorino, et sont bri¢vement présentées ci-apres (Brigelius-Flohé, 2006; Brigelius-Flohé

& Maiorino, 2013).

La GPX1 a été la premicre isoenzyme GPX caractérisée, c’est aussi la plus étudiée.
Cette isoenzyme est exprimée de fagon ubiquitaire et est localisée dans le cytoplasme et
les mitochondries. En fonction de sa localisation subcellulaire, la GPX1 pourrait étre
sujette a différentes modifications post-traductionnelles qui moduleraient son activité
(Diamond, 2015; Lubos et al., 2011). Par exemple, les GPX1 mitochondriales peuvent
étre inhibées par hyperacétylation et activées par la déacétylase mitochondriale sirtuine 3
(SIRT3) (Diamond, 2015). La GPX1 est capable de réduire les hydroperoxydes solubles
de petits poids moléculaires (e.g. H>O, hydroperoxyde de tert-butyl, hydroperoxyde de
cumene), et les hydroperoxydes lipidiques peu complexes. Le rdle principal de la GPX1
est la protection envers le stress oxydant. Les souris KO-Gpx/ se développent en effet
normalement, mais sont excessivement sensibles aux stress oxydants de fortes intensités
(e.g. exposition au paraquat) (De Haan et al., 1998; Y.-S. Ho et al., 1997) ; les souris
surexprimant la GPX1 humaine sont par ailleurs moins sensibles au choc toxique induit
par le lipopolysaccharide (Mirochnitchenko et al., 2000). Des résultats divergents
montrent cependant que le role de la GPX1 dans le stress oxydant et I’inflammation est
plus complexe, et encore partiellement incompris (Bozinovski et al., 2012; Brigelius-
Flohé & Maiorino, 2013). Par exemple, I’exposition intranasale au lipopolysaccharide
entraine une réaction inflammatoire broncho-pulmonaire de faible intensité chez les

souris KO-GpxI comparée aux souris sauvages (Bozinovski et al., 2012).

L’isoenzyme GPX2 est principalement exprimée dans le systéeme gastro-intestinal
(épithélium intestinal et foie), et en particulier a la base des cryptes. La GPX2 semble
avoir un role primordial : cette isoenzyme est la plus préservée en cas de déficit en
sélénium. En maintenant ’homéostasie redox, la GPX2 contrdle I’équilibre entre la
survie, la prolifération et la différentiation des cellules épithéliales du tractus digestif
(Emmink et al., 2014). La GPX2 aurait un role dans le renouvellement continu de
I’épithélium intestinal. Au stade embryonnaire, la GPX2 pourrait étre impliquée dans

I’organogenése.
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La GPX3 est extracellulaire ; elle a été majoritairement localisée dans le plasma. Elle
pourrait avoir un role dans le transport du sélénium. Son role dans la régulation du stress
oxydant plasmatique est peu probable étant donné que les concentrations en GSH sanguin
sont faibles. La GPX3 a également été identifiée au niveau de la membrane basale de
certaines cellules (e.g. cellules corticales rénales, cellules épithéliales intestinales). Elle
pourrait y jouer le role de tampon redox en limitant I’activation intempestive de la défense

antioxydante cellulaire en cas de stress oxydant de faible intensité.

La GPX4 est principalement connue pour sa capacité a réduire des hydroperoxydes
lipidiques complexes. Cette enzyme présente en réalité trois isoformes ayant des
fonctions distinctes : le géne GPX4 code en effet pour différents ARNm GPX4 (Conrad
et al., 2007; Diamond, 2015). L’isoforme mGPX4, localisée dans le compartiment
mitochondrial, est presque uniquement exprimée dans les cellules testiculaires ou elle est
joue un role essentiel dans la maturation des spermatozoides. Les souris KO-mGpx4 sont
viables mais les males sont infertiles. L’isoforme snGPX4 est exprimée dans le noyau des
spermatides ou elle stabilise la chromatine en complexe avec des protamines. Les souris
KO-snGpx4 sont viables et fertiles, ce qui indique que le déficit en snGPX4 peut étre
compensé. Enfin, I’isoforme ¢GPX4 est localisée de fagon ubiquitaire dans le cytosol,
les membranes et le noyau des cellules somatiques. Cette isoforme serait responsable du
role antioxydant attribué a la GPX4. Le KO de la cGpx4 est 1étal dés le 7,5°™ jour de
développement embryonnaire ; la cGPX4 limiterait la peroxydation lipidique engendrée
par la 12/15-lipoxygénase, et empécherait 1’activation de 1’apoptosis-inducing factor
(AIF) (Seiler et al., 2008). La cGPX4 est également essentielle chez I’adulte ; elle jouerait
un role important dans la neuroprotection en régulant la production des hydroperoxydes

lipidiques et I’apoptose (Yoo et al., 2010).

La GPXS est spécifique de 1’épididyme ; elle est localisée dans les cellules
épithéliales, dans la lumiére de I’épididyme, ou a la surface des spermatozoides
parcourant I’épididyme. La GPXS5 pourrait participer au maintien de 1’intégrité des
spermatozoides en ¢liminant les hydroperoxydes. Les souris KO-Gpx5 ne sont cependant
pas stériles ; le défaut de Gpx5 serait compensé par une augmentation de I’expression

épididymaire des Gpx1, 3 et 4.
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La GPXG6 est une SecGPX chez I’homme mais une CysGPX chez le rongeur. Cette
GPX est localisée dans le systeme olfactif. Peu d’informations sont actuellement

disponibles sur cette enzyme.

Les GPX7 et GPXS8 ont ¢été localisés dans le réticulum endoplasmique. Elles
pourraient avoir un role dans le repliement des protéines. Ce repliement est notamment
catalysé par la protéine disulfure isomérase (PDI) oxydée qui peut former des ponts
disulfures entre les résidus cystéines des protéines. Les GPX7 et GPXS8 peuvent régénérer

la PDI oxydée a partir de PDI réduite, en réduisant un hydroperoxyde.

3.2.1. Répartition tissulaire et cellulaire, et activité au sein du systéme

nerveux central

Les GPX et la GR participent conjointement a 1’¢limination des hydroperoxydes.
Parmi les isoenzymes de GPX, les GPX1 et 4 (isoforme cGPX4), ubiquitaires, semblent

particuliérement impliquées dans la protection envers le stress oxydant.

Plusieurs études ont reporté I’existence des activités GPX et GR au sein du SNC (J.
Chen & Berry, 2003). Ces ¢tudes n’utilisent cependant pas toutes les mémes conditions
expérimentales (e.g. concentration en substrats oxydant et réducteur, température) ; les
valeurs absolues d’activités enzymatiques ne peuvent donc pas étre comparées.
Néanmoins, ces é¢tudes montrent que les plexus choroides présentent la plus importante

activité GPX au sein du SNC.

Chez I’homme adulte, une activité GPX envers I’H,O2 (cosubstrat : GSH) a été
détectée dans I’ensemble des régions cérébrales étudiées, incluant le cortex cérébral et le
cervelet ; une activit¢ GPX a également été détectée dans le LCR (Kish et al., 1985;
Marttila et al., 1988). L’activit¢ GPX est du méme ordre de grandeur dans toutes les
structures cérébrales étudiées mais est plus faible dans le LCR (Kish et al., 1985; Marttila
et al., 1988). Une activité GR a par ailleurs été mesurée dans I’ensemble de ces structures
cérébrales (Marttila et al., 1988). L’isoenzyme GPX1 a été mise en évidence dans les
cellules épithéliales choroidiennes feetales, dés la 22°™ semaine de développement

embryonnaire (Vasiljevic, 2017).
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Chez le rat adulte, ’activit¢ Gpx envers I’H>O> mesurée dans les plexus choroides
(~ 350 a 450 nmol-min"!*mg de protéines™) est environ 10 fois supérieure a celle mesurée
dans le cortex cérébral, le cervelet et les capillaires isolés de la BHE (Tayarani et al.,
1989). L’activité Gr est en revanche similaire dans ces différents tissus cérébraux (~ 30 a
50 nmol-min!-mg de protéines™!) (Tayarani et al., 1989). Chez le rat en développement,
une étude réalisée sur un homogénat cérébral total décrit une activité enzymatique Gpx
globalement stable au cours du développement cérébral, et égale a I’activité mesurée chez
I’adulte (Brannan et al., 1981). Une étude immunohistochimique de la localisation de la
Gpx1 dans le cerveau de la souris adulte montre un marquage particulierement intense
des plexus choroides des ventricules latéraux (Figure 25) (Trépanier et al., 1996). Ces
résultats sont en concordance avec I’hybridation in situ de Gpx1 réalisées chez la souris
adulte (Allen Institute for Brain Sciences, 2018). Une étude réalisée par Kratzer et
collaborateurs montre par ailleurs que les ARNm codant pour les isoenzymes Gpx/ et 4
sont les plus exprimés dans les plexus choroides du rat adulte et ont une expression

périnatale similaire (Kratzer et al., 2013).

Figure 25| Vue générale de la distribution de
I’isoenzyme glutathion peroxydase 1 au sein du
systéme nerveux central chez la souris adulte.

Abréviations : CA1l, CA2, CA3, FH, et PCL:
hippoccampe, CC: corpus callosum, Cx: cortex
cérébral, DG : gyrus denté, HB: habenula, PC:
plexus choroides, Rt : noyau réticulaire thalamique,
TH : thalamus.

D’aprées (Trépanier et al., 1996).
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3.3. Glutathion transférases

3.3.1. Classes d’isoenzymes et fonctions

Les GST (EC 2.5.1.18) forment une superfamille multigénique d’isoenzymes, qui
doivent leur abréviation a leur ancienne appellation « glutathion-S-transférases ». Chez
I’homme, trois familles de protéines présentent une activité GST : les GST cytosoliques,
les GST mitochondriales et les GST microsomales. Les GST cytosoliques et
mitochondriales sont des enzymes solubles qui présentent des similarités dans leurs
configurations tridimensionnelles. Les GST microsomales, aussi appelées membrane-
associated proteins in eicosanoid and glutathione metabolism (MAPEG), sont associées
aux membranes et ne présentent pas de ressemblance structurelle avec les deux autres

familles de GST.

3.3.1.1. Glutathion transférases cytosoliques

La famille des GST cytosoliques est la plus étudiée, elle a aussi le plus grand nombre
de représentants. Chez les mammiferes, elle est composée de sept classes d’isoenzymes,
regroupées en fonction du pourcentage de similarités dans leurs séquences d’acides
aminés : Alpha, Mu, Pi, Sigma, Théta, Zeta, et Omega. Les GST cytosoliques sont des
dimeres formés par 1’association de deux sous-unités. La nomenclature de chaque GST
cytosolique fait apparaitre sa classe ainsi que les numéros des sous-unités qui la
composent : par exemple, la GSTA3-3 est une GST cytosolique de classe Alpha portant

deux sous-unités 3 (Mannervik et al., 2005).

Les GST cytosoliques sont localisées dans le cytoplasme de la cellule. Il existe
toutefois des exceptions : les sous-unités GSTA1, GSTA2, GSTA4 et GSTP1 ont
¢galement été localisées dans la mitochondrie des cellules hépatiques chez 1’homme
(Gallagher et al., 2006). La migration mitochondriale des GST pourrait permettre de
protéger les fonctions mitochondriales en cas de stress oxydant (Gallagher et al., 2006;
Raza, 2011). Selon Gallagher et collaborateurs, la GSTA4-4, impliquée dans la

détoxification des produits de la peroxydation lipidique (e.g. 4-hydroxynonénal), serait
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méme uniquement associée a la mitochondrie dans les cellules hépatiques de ’homme ;

ces résultats sont cependant discutés (Gardner & Gallagher, 2001; Raza, 2011).

SH
O o H O Figure 26 | Réaction de conjugaison
HOJ\_/\/U\N NQJ\OH + R.X au glutathion catalysée par les
NH, H o

glutathion transférases.

Glutathion réduit Toxique 1 e glutathion transférases (GST) sont
des enzymes de phase II. Elles catalysent
I’attaque nucléophile de I’atome de

GST

soufre du glutathion réduit sur le
groupement électrophile de composés

{
O O H o endogenes ou exogenes non polaires (R-
HO)WJ\N N\)J\OH + R-H X). Le conjugué au glutathion formé
@)

lile H (GS-X) est plus polaire, ce qui facilite

Glutathion conjugué son ¢limination.

Les GST cytosoliques peuvent catalyser de nombreuses réactions enzymatiques
détaillées dans les revues de John Hayes et de Katholiki Skopelitou (Hayes et al., 2005;
Skopelitou et al., 2008). Certaines de ces réactions sont décrites ci-apres. La principale
fonction des GST est la catalyse de la conjugaison du GSH avec un substrat ¢lectrophile
endogéne ou exogéne non polaire ; le 1-choro-2,4-dinitrobenzéne (CDNB) et le MCB
sont des substrats communs a la grande majorité des isoenzymes de GST ayant cette
activit¢ de conjugaison (Figure 26). Certaines GST ont par ailleurs une activité
peroxydase : elles peuvent catalyser des réactions de réduction de substrats oxydants
(e.g. hydroperoxyde de cumeéne, acide déshydroascorbique (forme oxydée de la vitamine
(), acide monométhylarsonique, prostaglandine H2). Les GST cytosoliques catalysent
aussi I’isomérisation de différents composés insaturés (e.g. maleylacétoacétate). Les
GST cytosoliques peuvent également se lier de facon covalente ou non a des ligands
hydrophobes non-substrats (e.g. bilirubine, hormones thyroidiennes, corticostéroides)
(Litwack et al., 1971). Cette propriété, qui leur a initialement value le nom de ligandines,
pourrait permettre le transport intracellulaire et la séquestration de molécules endogeénes

et exogeénes (Hayes et al., 2005; Litwack et al., 1971).
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Tableau 6 | Exemples de substrats des différentes familles de glutathion transférases.

Enzyme ..
. Exemples de substrats ou de réaction
Famille Classe Nom

GSTA1-1 BCDE, BPDE, DBADE, DBPDE, BPhDE, N-a-PhIP,
AS-ADD, busulfan, chlorambucil

GSTA2-2 DBPDE, CuOOH, 7-chloro-4-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazole

AlPha  GTA3-3  DBPDE, A-ADD, AS-pregnéne-320-dione
GSTA4-4 COMC-6, 4-hydroxynonénal, 4-hydroxydécénal, AE
GSTA5-5  /
GSTM1-1 BPDE, CDE, DBADE, styréne-7,8-oxyde, trans-stilbéne oxyde
y GSTM2-2 éﬁ;(ggg}%rgﬁ;tﬁ?ggzéne, COMC-6, aminochrome, dopa o-
u

GSTM3-3 PGH: —PGE, BCNU
GSTM4-4 CDNB
GSTM5-5 (CDNB)

BPDE, CDE, acroléine, COMC-6, base propenals,
chlorambucil, AE, thiotepa, cisplatine

GSTS1-1 PGH: —»PGD»
(PGDS)

GSTT1-1 butadiéne époxyde, oxyde d’éthyléne, CH>Clo, EPNP
GSTT2-2 CuOOH
Zeta GSTZ1-1 malelyacétoacétate, dichloroacétate, fluoroacétate,

Cytosolique

Pi GSTP1-1
Sigma
Theta

GSTO1-1 acide monomethylarsenieux, acide déshydroascorbique
GSTO2-2 acide déshydroascorbique

RN Kappa GSTKI-1 C.DNB,’CuOO“H, acide (S)-15-hydroperoxy-5,8,11,13-
eicosatétraenoique

CDNB, LTA4 — LTC4, acide (S)-5-hydroperoxy-8,11,14-cis-
6-trans-eicosatétraenoique

Omega

MGST?2

I FLAP Fixation non-enzymatique a 1’acide arachidonique
LTCsS LTA4 — LTC4
CDNB, LTA4 — LTC4, acide (S)-5-hydroperoxy-8,11,14-cis-
6-trans-eicosatétraenoique
MGST1 hexachlorobutadiéne, CDNB, CuOOH
PGES1 PGH> —PGE:»

II MGST3

v

Les couleurs correspondent aux catégories de substrats: polluants environnementaux,
cancérogenes et produits de synthése chimique (rouges); produits d’oxydation endogenes
(violets) ; médicaments (verts); composés biologiques endogenes (bleus); autres (noirs).
Abréviations : A’-ADD : A’-androsténe-3,17-dione, AE: acide éthacrynique, BCDE :
benzo[g]chrysene diol ¢époxyde, BCNU: 1,3-bis(2-chloroéthyl)-1-nitrosurée, BPDE :
benzo[a]pyrene diol époxyde, BPhDE : benzo[c]phenanthréne diol époxyde, CDE : chrysene-1,2-
diol 3,4-époxyde, COMC-6: crotonyloxyméthyl-2-cyclohexenone, CuOOH: cumene
hydroperoxyde, DBADE : dibenz[a,#]anthracéne diol époxyde, DBPDE: dibenzo[a,/|pyréne diol
époxyde, EPNP: 1,2-époxy-3-(p-nitrophénoxy)propane, N-a-PhIP: N-acétoxy-2-amino-1-
méthyl-6-phenylimidazo[4,5-b]pyridine. Modifi¢ d’apres (Hayes et al., 2005).
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3.3.1.2. Glutathion transférases mitochondriales

La famille des GST mitochondriales n’est composée que d’une seule classe
d’enzymes, les GST Kappa. La classe des GST Kappa ne comporte elle-méme qu’une

seule enzyme chez I’homme, le rat et la souris : la GSTK1-1.

La GSTKI1-1 est localisée dans les mitochondries ; elle a également été détectée dans
les peroxysomes sur la lignée de cellules humaines d’hépatoblastome HepG2 (Morel et

al., 2004).

A P’instar des GST cytosoliques, la GSTK1-1 a une activité de conjugaison et une
activité peroxydase. Cette enzyme présente des homologies structurelles avec la
2-hydroxychroméne-2-carboxylate isomérase et donc pourrait avoir également une

activité d’isomérisation (Hayes et al., 2005).

3.3.1.3. MAPEG

Chez I’homme, six enzymes de la famille des MAPEG ont été identifiées et réparties
en 3 classes : I, Il et IV. Les MAPEG ont des activités peroxydase et de conjugaison.
Elles sont particulicrement impliquées dans le métabolisme endogene d’intermédiaires

lipophiles réactifs comme les leucotrienes et les prostaglandines (Jakobsson et al., 2008).

3.3.2. Répartition tissulaire et cellulaire, et activité au sein du systéme

nerveux central

La famille des GST cytosoliques, et en particulier les classes Alpha, Mu et Pi, sont
les plus impliquées dans la protection envers les stress toxiques : ces enzymes sont
capables de prendre en charge des médicaments, des pesticides, des herbicides, des
polluants environnementaux et des carcinogenes (7ableau 6) (Ghersi-Egea et al., 2006;
Hayes et al., 2005; Higgins & Hayes, 2011). Plusieurs études ont reporté I’expression de
ces GST cytosoliques au sein du SNC. La distribution de ces enzymes est tres hétérogene ;
elle est fonction de I’isoenzyme de GST étudiée, du type cellulaire, du stade de

développement et de I’espéce.
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Chez I’homme, une activit¢ GST envers le CDNB a été mesurée dans les plexus
choroides des ventricules latéraux et du 4°™ ventricule de 1’adulte comme du feetus ;
I’activité GST choroidienne est bien supérieure a celle mesurée dans le cortex cérébral
(Ghersi-Egea et al., 2006). Une analyse Western-blot associée a une étude
immunohistochimique a permis de localiser la GSTP1-1 dans les cellules
neuroépithéliales/épendymaires tapissant les ventricules cérébraux, dans les cellules
¢épithéliales choroidiennes (marquage intense mais non uniforme) et dans les cellules de
la pie-mere au stade feetal (12 a 22 semaines de gestation) et chez I’adulte (Carder et al.,
1990). Cette étude n’a par ailleurs pas détect¢ de GSTA1-1 dans les échantillons feetaux,
et décrit un marquage non uniforme dans les cellules épithéliales choroidiennes et

¢pendymaires des échantillons adultes (Carder et al., 1990).

Chez le rat, d’importantes activités Gst (envers le CDNB) ont ét¢ mesurées dans les
plexus choroides de 1’adulte comme du nouveau-né (Ghersi-Egea et al., 2006; Strazielle
& Ghersi-Egea, 1999). Les Gst sont en effet exprimées de facon importante dans les
cellules épithéliales choroidiennes et les cellules neuroépithéliales dés le 165 et le 18m®
jour de développement embryonnaire, respectivement (immunohistochimie) (Senjo et al.,
1986). Cette étude décrit par ailleurs une apparition plus tardive (2°™ jour postnatal) et
moins importante des Gst dans le cortex cérébral (Senjo et al., 1986). Plusieurs
isoenzymes de Gst Alpha, Mu et Pi (seules ou en association) ont été mises en évidence
par immunohistochimie, avec différents niveaux d’expression, dans différentes cellules
du SNC : neurones, astrocytes et oligodendrocytes, cellules endothéliales, cellules
¢épithéliales des plexus choroides, cellules épendymaires tapissant les ventricules
cérébraux et cellules piales (Cammer et al., 1989; Johnson et al., 1993; Senjo et al., 1986).
Il est a noter que les marquages Gst Alpha et Pi observés dans les cellules épithéliales des
plexus choroides de rat adulte sont particuliérement intenses (Cammer et al., 1989;
Johnson et al., 1993). Enfin, une étude transcriptomique, réalisée par Kratzer et
collaborateurs, montre que les Gsta3, a4, m1, m5 et pl sont les plus exprimées dans les
plexus choroides de rats adultes (Kratzer et al., 2013). Il est intéressant de noter que les
Gst ml, m5 et pl sont plus exprimées au cours du développement périnatal que chez

I’adulte (Kratzer et al., 2013).
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3.3.3. Réle des glutathion transférases choroidiennes dans la formation

d’une barriére métabolique

Les isoenzymes GST Alpha, Mu et Pi présentent dans les plexus choroides sont
majoritairement impliquées dans les réactions de détoxification (7ableau 6) (Ghersi-Egea
et al., 2006; Hayes et al., 2005; Higgins & Hayes, 2011). Ces enzymes peuvent catalyser

la conjugaison du GSH avec des substrats ¢lectrophiles non polaires (Figure 26).

Une étude réalisée sur un modele in vitro bicaméral de I’interface sang-LCR
choroidienne de rat a montré que les Gst limitent le passage du CDNB, molécule mod¢le
substrat des GST, du sang au LCR. Le conjugué¢ au GSH produit est ensuite
majoritairement excrété au podle sanguin par des transporteurs de type Abcc (Mrp) ou
Slclas (Figure 27) (Ghersi-Egea et al., 2006). Cette étude, réalisée uniquement in vitro,
suggere que les cellules épithéliales choroidiennes forment une barriere enzymatique

entre le sang et le LCR.

LCR
Figure 27 | Modé¢le schématique de la barriére sang —

liquide céphalorachidien choroidienne dépendante des
glutathion transférases.

Abréviations : GSH : glutathion réduit, GST : glutathion
transférase, LCR : liquide céphalorachidien, X : composé
toxique substrat des GST choroidiennes.

Modifié d’apres (Ghersi-Egea et al., 2006).

Toxique

Sang

3.3.4. Induction des glutathion transférases de classes Alpha, Mu et Pi

De nombreuses études menées chez le rat et la souris ont montré que I’activité Gst
pouvaient étre induites de fagon importante par des xénobiotiques variés, incluant des
médicaments (e.g. phénobarbital, acides fumariques, oltipraz, rifampicine), des polluants
environnementaux (e.g. benzo[a]pyréne, 3-méthylcholanthréne), des agents de
conservation (e.g. éthoxyquine) et des extraits végétaux (e.g. sulforaphane, coumarine,

indole-3-carbinol) (Higgins & Hayes, 2011).
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Figure 28 | Effet de différents xénobiotiques sur I’expression protéique des sous-unités de
glutathion transférases chez le rat.

L’expression protéique des différentes sous-unités de glutathion transférase (Gst) a été étudiée par
Western-blot sur des échantillons de foie prélevés sur des rats adultes femelles ou males traités ou
non avec les xénobiotiques suivants : éthoxyquine (0,5 %, 14 j), hydroxyanisole butylée (BHA ;
0,75 %, 14j), oltipraz (0,075 %, 14j), coumarine (0,5 %, 14j), phénobarbital (PB; 0,1 %, 7)),
di¢thylmaléate (0,5 %, 14 j), benzylisothiocyanate (benzylITC ; 0,5 %, 14 j), B-naphthoflavone
(B-NF, 200 mg-kg"', 7j), indole-3-carbinol (I3C; 0,5 %, 14j), trans-stilbéne oxyde (tSO ;
400 mg-kg!, 7j). Les animaux controles n’ont pas été traités. Les échantillons standard ont été
préparés a partir de bactéries exprimant des GSTT humaines, ou a partir de Gst purifiées a partir
d’échantillons de rate de rat. La lactate deshydrogénase (LDH) est utilisée comme marqueur de
dépot.

D’apres (Sherratt et al., 1998).
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Le niveau d’induction de I’activité Gst varie en fonction de I’inducteur utilisé, de
I’organe étudié, du substrat Gst utilisé pour mesurer 1’activité enzymatique, et du genre
(Deng et al., 2018; Sherratt et al., 1998). En effet, ces composés n’induisent pas
I’expression de I’ensemble des isoenzymes de Gst, mais chaque composé induit
I’expression de certaines isoenzymes, qui sont plus ou moins exprimées en fonction de
I’organe étudié. Par exemple, I’administration d’indole-3-carbinol chez le rat augmente
I’expression protéique hépatique des sous-unités Gstpl et tl de 1,6 et 6,2 fois
respectivement, alors que la coumarine augmente leurs expressions de 26,0 et 4,7 fois
respectivement (Figure 28) (Sherratt et al., 1998). Ces résultats suggerent qu’il existe
plusieurs mécanismes moléculaires permettant I’induction des différentes isoenzymes

GST.

Les mécanismes d’induction des GST ont été étudiés en détail par Larry Higgins et
John Hayes ; plusieurs voies d’induction ont en effet été identifi¢es (Higgins & Hayes,
2011). Les voies d’induction permettant d’augmenter 1’expression des isoenzymes de
GST impliquées dans la détoxification des xénobiotiques (classes Alpha, Mu et Pi) sont

présentées ci-apres.

Superfamille des récepteurs nucléaires (nuclear receptor, NR)

L’activation des récepteurs nucléaires constitutive androstane receptor (CAR,
NR113), pregnane X receptor (PXR, NR112) et/ou peroxisome proliferator activated
receptor-y (PPARG, PPARy, NR1C3) peut induire 1’expression des isoenzymes GST
possédant un élément de réponse spécifique sur le promoteur de leur géne. Le mécanisme

d’action de ces récepteurs nucléaires est présenté dans la Figure 29.

Tout d’abord, les souris traitées avec du 1,4-bis[2-(3,5-dichloropyridyl-
oxy)]|benzeéne prégnénolone 16a-carbonitrile (TCPOBOP), activateur spécifique de la
voie CAR, montrent une induction significative de I’expression transcriptomique des
Gstal, ml, et m2 dans le foie et ’intestin gréle qui est annulée chez les souris KO-Car
(Maglich et al., 2002). Le phénobarbital, connu pour étre un activateur CAR, est capable
d’induire I’activité Gst hépatique envers le CDNB et 1’expression protéique des sous-

unités de Gstal/2, a4, a5, m1/2 et m3 chez le rat (Sherratt et al., 1998); I’'implication de
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Car dans ces phénomenes d’induction médiés par le phénobarbital n’a pas encore été
formellement démontrée. L’expression transcriptomique du récepteur nucléaire Car dans
les plexus choroides du rat est plus faible au cours du développement périnatal que chez

I’adulte (Kratzer et al., 2013).
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Figure 29| Mécanisme d’induction des récepteurs nucléaires constitutive androstane
receptor, pregnane X receptor et peroxisome proliferator activated receptor-y.

Les récépteurs nucléaires (RN) forment une vaste superfamille de récepteurs biochimiques.
Lorsqu’un ligand (L) se fixe au récepteur nucléaire constitutive androstane receptor (CAR),
pregnane X receptor (PXR) ou peroxisome proliferator activated reeptor-y (PPARG), le
récepteur nucléaire se dimérise avec le recepteur X des rétinoides (RXR). Le complexe formé se
fixe ensuite a un élément de réponse spécifique (ER-RN) localisé au niveau de séquences
promotrices ou amplificatrices d’un géne cible du récepteur nucléaire. Des protéines co-
activatrices sont recrutées puis la transcription du gene cible est initiée.

Lorsqu’il n’est pas activé, le récepteur CAR est localisé dans le cytoplasme ou il est li€¢ a un
complexe protéique. La fixation d’un ligand ou d’un activateur de CAR induit une
déphosphorylation qui libére le récepteur CAR du complexe protéique et permet sa migration

nucléaire.

D’apres (Benjamin Kandel, 2014).
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Ensuite, les souris traitées avec du prégnénolone 16o-carbonitrile, activateur

spécifique de PXR, montrent une induction de 1’expression transcriptomique des Gstal,

ml et m2 qui est annulée chez les souris KO-Pxr (Maglich et al., 2002). L’expression

transcriptomique du récepteur nucléaire Pxr dans les plexus choroides du rat est deux fois

plus faible au cours du développement périnatal que chez 1’adulte (Kratzer et al., 2013).

Enfin, la 15-deoxy-0(12, 14)-prostaglandine J2 et les thiazolidinediones, molécules

agonistes du récepteur nucléaire PPARG, sont capables d’induire I’expression et I’activité

des Gst in vitro (hépatocytes) et in vivo (rein) chez la souris (Jesse et al., 2014; Park et

al., 2004).
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Figure 30| Mécanisme d’induction du
récepteur aux aryl hydrocarbones.

Lorsqu’il n’est pas activé, le récepteur aux
aryl hydrocarbones (AHR) est localisé dans
le cytoplasme ou il est li¢ a un complexe
protéique. La fixation d’un ligand endogéne
ou exogenes & AHR le libére du complexe
protéique et permet sa migration nucléaire.
Le récepteur se dimérise avec le AHR
nuclear translocator (ARNT) et ’ensemble
se fixe a un élément de réponse spécifique
(xenobiotic  reponsive  element, XRE)
localisé au niveau de séquences promotrices
ou amplificatrices dun geéne cible du
récepteur nucléaire AHR. La transcription du
gene cible est initiée.

Drapres (Higgins & Hayes, 2011).

Le récepteur aux aryl hydrocarbones (aryl hydrocarbone receptor, AHR) est

¢galement capable d’induire I’expression des isoenzymes GST en association avec le

AHR nuclear translocator (ARNT). Le récepteur AHR peut étre activé par un large panel
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de composés aromatiques plans exogenes (e.g. 3-méthylcholanthréne, -naphtoflavone)
ou endogenes (e.g. dérivés du tryptophane). Le récepteur AHR peut induire la
transcription des genes possédant une séquence xenobiotic response element (XRE)
(Figure 30). Cette séquence XRE consensus est présente sur les génes codant les GSTA2,
A3 et A5 chez I’homme ; Gstal et a2 chez le rat; Gsta2, a4, m2 et pl chez la souris
(Higgins & Hayes, 2011). McLellan et collaborateurs ont montré que 1’expression
protéique hépatique de plusieurs isoenzymes Gst de classe Alpha et Pi était induite par le
B-naphtoflavone chez les souris C57BL/6 mais n’était pas induite (ou faiblement) chez
les souris DBA/2 ayant un récepteur Ahr dysfonctionnel (McLellan et al., 1991).
L’expression transcriptomique du récepteur AAr et de I’Arnt dans les plexus choroides du
rat est plus €élevée au cours du développement périnatal que chez 1’adulte (Kratzer et al.,

2013).

Nuclear Factor (Erythroid-derived 2)-Like 2

Enfin, le facteur de transcription NRF2 peut induire I’activité¢ GST. La voie NRF2 peut
étre activée par des composés faiblement €lectrophiles, y compris des composés issus de
I’alimentation (e.g. sulforaphane, curcumine) et des médicaments (e.g. fumarates). Cette
voie permet d’induire la transcription des genes possédant une séquence antioxydant
response element (ARE) (Figure 31). L’analyse réalisée par Higgins et Hayes a mis en
évidence cette séquence ARE dans les séquences promotrices ou amplificatrices des génes
GSTAL, A2, A3, A4, A5, M1, M2, et P chez ’homme ; Gstal, a2, a3, a4, a5, ml, m2, et
pl chez le rat ; Gstal, a2, a3, a4, ml, m2, pl et p2 chez la souris (Higgins & Hayes,
2011). Hayes et collaborateurs ont montré que [’éthoxiquine (utilisée comme
conservateur alimentaire) pouvait induire 1’expression hépatique des sous-unités Gstml,
m5 et pl/2 chez la souris, mais que cette induction était inhibée chez les souris déficientes
en Nrf2 (Hayes et al., 2000). Les niveaux basaux d’expression hépatique de plusieurs
sous-unités des isoenzymes de Gst des classes Alpha, Mu et Pi sont par ailleurs diminués
chez les souris déficientes en Nrf2, ce qui suggere I’implication du facteur NRF2 dans
I’expression basale des GST (Hayes et al., 2000). L expression transcriptomique de Nrf2
dans les plexus choroides du rat au cours du développement périnatal est similaire a celle

mesurée chez I’adulte (Kratzer et al., 2013).
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Figure 31 | Mécanisme d’induction du Nuclear Factor (Erythroid-derived 2)-Like 2.

A. En condition basale, le Nuclear Factor (Erythroid-derived 2)-Like 2 (Nrf2) est complexé avec

un ensemble protéique comprenant la protéine Kealch-like ECH-associated protein 1 (Keapl). Ce

complexe protéique est ubiquitinylé ce qui induit sa dégradation dans le protéasome. La demi-vie

de Nrf2 est de 10 min dans ces conditions.

B. En condition de stress oxydant, la protéine Keapl change de configuration ce qui libére le

facteur Nrf2. Nrf2 s’accumule ensuite dans le noyau, se dimérise avec des protéines Maf et active

la transcription de geénes cibles porteurs de la séquence antioxidant response element (ARE). La

demi-vie de Nrf2 est de 40 min dans ces conditions.

D’apres (Higgins & Hayes, 2011).
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Objectifs de thése

Pour se développer et grandir, le cerveau doit étre dans un environnement stable et
parfaitement maitrisé. L’exposition du cerveau en développement a des molécules
toxiques ou a des stimuli inflammatoires ou hypoxiques peut provoquer des séquelles
neurologiques importantes durables. Plusieurs interfaces sang-cerveau régulent les
¢changes entre le sang et le SNC, et contrdlent ainsi la composition de I’environnement
cérébral. Au cours du développement, la barriére sang-LCR choroidienne semble avoir
un role prépondérant : les plexus choroides se développent en effet précocement, alors
méme que le cerveau n’est encore que faiblement vascularisé (Dziegielewska et al.,
2001). Chez I’adulte, les plexus choroides présentent une remarquable machinerie
enzymatique liée au GSH qui pourrait avoir un role prépondérant dans la protection
cérébrale envers les stress oxydants et toxiques. Les caractéristiques précises de la
barriere sang-LCR choroidienne au cours du développement postnatal sont encore mal
connues. Notre travail de thése s’inscrit dans la compréhension des mécanismes
neuroprotection liés au GSH présents au niveau de la barriere sang-LCR choroidienne au

cours du développement périnatal.

Le premier objectif de ce travail a été d’identifier les enzymes de détoxification et les
enzymes antioxydantes siégeant au sein des plexus choroides au stade périnatal et
participant efficacement a la neuroprotection. Dans un premier temps, les taux
d’expression et 1’activité du systéme enzymatique antioxydant Gpx / Gr ont été mesurés
dans les plexus choroides du rat en développement. La capacité des Gpx choroidiennes a
détoxifier les composés oxydants endogenes présents dans le LCR ou provenant du sang
a ensuite été évaluée. Dans un second temps, les taux d’expression et I’activité des GST
choroidiennes au cours du développement postnatal ont ét¢ mesurés chez le rat. La
capacité des GST a former une barriére enzymatique entre le sang et le LCR pour des

composés toxiques substrats de ces enzymes a ensuite été évaluée.

Le second objectif de ce travail a été d’identifier des voies d’induction capables de
renforcer les capacités de protection de 1’épithélium choroidien envers les molécules
toxiques. La capacité de plusieurs molécules pharmacologiques a induire les activités Gst

choroidiennes au cours du développement postnatal chez le rat a été testée. L’efficacité
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de ces stratégies pharmacologiques pour renforcer la barriére enzymatique entre le sang

et le LCR a été évaluée.
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Matériels & méthodes

Cette section décrit les matériels et méthodes se rapportant a ce travail de these de
fagon succincte lorsqu’ils correspondent a des résultats publiés (Kratzer et al., 2018;
Saudrais et al., 2018), et de facon plus détaillée lorsqu’ils correspondent a des résultats

non publiés.

1. Expérimentations in vivo

1.1. Ethique

Le soin des animaux et les expérimentations ont ¢té réalisés selon les directives
approuvées par le droit frangais (décret n°87-848 du 19 octobre 1987) et la communauté
européenne (directive 86-609-EEC du Conseil du 24 novembre 1986). Les protocoles
d’expérimentation animale utilisés au cours de ce travail ont été approuvés par le Comité
d’¢thique CEEA-55 et le Ministére de I’enseignement supérieur, de la recherche et de

I’innovation.

1.2. Animaux

Tous les animaux ont été hébergés dans les mémes conditions a I’animalerie ALECS
(statut sanitaire conventionnel), sous environnement contr6lé (cycle jour/nuit de 12/12 h,
température 22 °C). Les animaux ont été hébergés dans des cages standard avec un acces

libre a la nourriture et a I’eau, et un enrichissement adapté (papier, carton, abri).

1.2.1. Rats Sprague Dawley commerciaux

Les rats Sprague Dawley (RjHan:SD, statut sanitaire EOPS) males et les femelles

avec leurs portées ont été fournis par Janvier.

Afin d’étudier les mécanismes d’induction des enzymes choroidiennes dépendantes du
GSH, des rats Sprague Dawley commerciaux ont été traités avec différentes molécules
pharmacologiques : le sulforaphane (SF), le diméthylfumarate (DMF) et le diallyl sulfide

(DAS). Dans chaque expérimentation, les animaux traités avec une molécule
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pharmacologique ont été comparés avec des animaux contrdles issus de la méme portée

afin de limiter les variations interindividuelles.

Le SF (S6317, Sigma-Aldrich) a été administré par voie intrapéritonéale chez des rats
de deux jours postnatal (P2) préalablement anesthésiés (isoflurane 5 %) pour éviter le
phénomene de reflux. Les animaux ont été traité avec le SF, préparé dans un mélange
diméthylsulfoxyde/NaCl 0,9 % (3/7), avec une dose unique de 5,6 nmol-g!. Les animaux
contrdles ont été traités avec le véhicule. Afin d’évaluer I’effet du SF sur les enzymes de
la barriére sang-LCR choroidienne, les animaux ont été sacrifiés a trois jours postnatal

(P3), 18h apres I’injection.

Le DMF (242926, Sigma-Aldrich) a été administré par voie intrapéritonéale chez des
rats P2 préalablement anesthésiés (isoflurane 5 %) pour éviter le phénomene de reflux.
Les animaux ont été traité avec le DMF, préparé dans un mélange EtOH absolu/NaCl
0,9 % (1/9), avec une dose unique de 0,35 pmol-g!. Les animaux contrdles ont été traités
avec le véhicule. Afin d’évaluer I’effet du DMF sur le facteur nucléaire Nrf2 et sur les
enzymes de la barriere sang-LCR choroidienne, les animaux ont été sacrifiés 1h30 (P2)

ou 18h (P3) apres I’injection respectivement.

Le DAS (A35801, Sigma-Aldrich) a été administré par voie intrapéritonéale. Les
animaux ont été traité avec le DAS non dilué a une dose journaliére de 1,75 umol-g’!
pendant 4 jours (P1 a P4), selon une adaptation du protocole décrit par Cui et
collaborateurs (Cui et al., 2009). Afin d’évaluer I’effet du DAS sur les enzymes de la
barriere sang-LCR choroidienne, les animaux ont été sacrifiés 18h (P5) apres la derniére

injection.

1.2.2. Rats Sprague Dawley Nrf2"

Les rats SD-Nfe212¢mMewi (Npf27- statut sanitaire EOPS) ont été fournis par
I’animalerie du Medical college of Wisconsin. Cette lignée de rats transgéniques a été
développée par 1’équipe de Julian Lombard et décrite pour la premicre fois en 2016
(Priestley et al., 2016). Ces rats, de souche Sprague Dawley (Crl:SD), ont été

génétiquement invalidés pour le gene codant le facteur de transcription Nrf2 a 1’aide de
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la technologie TALEN (Transcription activator-like effector nuclease). Les rats Nrf2"
générés présentent une délétion de 41 pb dans le geéne codant pour le facteur de
transcription Nrf2 visualisée par PCR (rein et foie), associée a une disparition de la
protéine Nrf2 attestée par immunohistofluorescence (rein) (Priestley et al., 2016). A ce

jour, aucune autre équipe de recherche n’a publié de résultats sur ces animaux.

Le maintien de la lignée Nrf2”" est effectué par croisement Nrf2* x Nrf2**. Afin
d’éviter la dérive génétique de la lignée, des animaux Sprague Dawley (RjHan:SD) sont
intégrés a la colonie toutes les cing générations. Le génotype des animaux de la colonie

est testé par PCR.

Les animaux Nrf2™*, Nrf2”- et Nrf2"~ utilisés pour les expérimentations ont
respectivement été générés par croisement Nrf2** x Nrf2™*, Nrf2”- x Nrf2”", et Nrf2™/* x
Nrf27-. Ces croisements permettent de générer des portées de génotype homogeéne, ce qui
facilite les expérimentations. Par ailleurs, la production exclusive d’animaux de génotype

d’intérét répond au principe de réduction (Russel & Burch, 1959).

1.2.3. Rats Sprague Dawley présentant une réduction de la quantité en
glutathion choroidien réduit

Des rats Sprague Dawley (RjHan:SD, statut sanitaire EOPS) P2 ont ét¢ traité avec du
DL-buthionine-(S,R)-sulfoximine (BSO; B2640, Sigma-Aldrich). Le BSO inhibe
irréversiblement et rapidement la y-glutamylcystéine synthétase ce qui entraine une
réduction fonctionnelle en GSH (Rae & Williams, 2017). Ce traitement intrapéritonéal
réduit de 92 % la quantité de GSH dans les cellules de la barriére sang-LCR choroidienne,
contre 60 % dans les autres structures cérébrales. Ce modele animal a été caractérisé au

cours de cette étude (Figure 47).
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1.3. Prélévements

1.3.1. Tissus

Les animaux ont été sacrifiés par décapitation apres anesthésie gazeuse profonde a

I’isoflurane 5 %.
Pour analyses Western-blot, dosages enzgymatiques et études ex-vivo

Les cerveaux ont été extraits de la boite cranienne. Les plexus choroides des
ventricules latéraux et du 4°™ ventricule ont été immédiatement prélevés (intacts) par
microdissection dans du tampon Hanks' Balanced Salt Solution (HBSS ; analyses
Western-blot et dosages enzymatiques) ou Ringer-HEPES (RH ; études ex vivo) sous
loupe binoculaire a 4°C. Les deux types de plexus choroides ont été gardés séparément.
En fonction de I’age des animaux, les plexus choroides de plusieurs animaux ont été
regroupés (analyses Western-blot et dosages enzymatiques). Selon I’expérimentation, des
¢chantillons de cortex cérébral (nettoy¢ des méninges apparentes) et de foie ont également
¢té prélevés. Les échantillons ont été conservés a - 80°C (analyses Western-blot et

dosages enzymatiques) ou utilisés immédiatement (études ex vivo).

Pour immunohistofluorescence

Les cerveaux ont été extraits de la boite cranienne, rapidement congelés dans de

I’isopentane a -40°C puis conservés a -80°C.

1.3.2. Liquide céphalorachidien

Le LCR a été prélevé sur animal en état de mort cérébrale a cceur battant. Afin de
mettre en évidence la cisterna magna, la peau située entre I’arriere du crane et la base du
cou a été excisée et les tissus musculaires ont été rapidement enlevés. Le LCR est prélevé
par ponction dans la cisterna magna a 1’aide d’un capillaire de verre étiré (diametre
externe ~ 500 um). Cette technique permet de prélever 4 a 10 pLL de LCR sur des ratons
P2 a P3.
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1.4. Mesures de perméabilité sang — liquide céphalorachidien

La perméabilité sang-LCR au CDNB a été évaluée in vivo sur des ratons P3 sains ou
présentant une réduction fonctionnelle en GSH choroidien (cf § Matériels &Meéthodes
1.2.3). Les animaux ont été placés en état de mort cérébrale a cceur battant par une
injection intrapéritonéale de pentobarbital, puis perfusés en intracardiaque avec un
tampon physiologique (128 mM NaCl, 2 mM NaHCO;3, 4,2 mM KCl, 2,4 mM NaH;POs,
1,5 mM CaCl,, 0,9 mM MgSO4, et 9 mM D-glucose) pendant 2 min (0,67 mL-min™") afin
d’¢liminer le sang présent dans le systéme vasculaire. Ensuite, les animaux ont été
perfusés avec le méme tampon additionné de CDNB a différentes concentrations. Apres
5 min, le liquide de perfusion a été prélevé a la sortie de 1’oreillette cardiaque droite et le
LCR a été préleve par ponction dans la cisterna magna (cf Matériels et Méthodes §1.3.2)
afin de doser le CDNB par chromatographie liquide a haute performance (CLHP ; cf
Materiels et Méthodes §4.2). Avant passage en CLHP, les protéines éventuellement
contenues dans les échantillons de LCR et de perfusat ont été éliminées par une

précipitation avec de I’acétonitrile suivie d’une centrifugation.

Afin d’évaluer I’effet du DMF sur la pénétration du CDNB dans le LCR, ce protocole
a été 1égerement adapté. Les tampons de perfusion ont été enrichis en albumine (bovine
serum albumine, BSA) et en acides aminés précurseurs du GSH : 128 mM NaCl, 2 mM
NaHCO;3, 4,2 mM KCl, 2,4 mM NaH;POg, 1,5 mM CaClz, 0,9 mM MgSO4, 9 mM D-
glucose, 0,2 % BSA, 100 uM L-glutamate, 60 uM L-cystine, 250 uM glycine.

Les constantes de perméabilité ont été calculées comme précédemment décrit (Ghersi-

Egea et al., 2015).
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2. Expérimentations in vitro et ex vivo

2.1. Mesure de la capacité de détoxification du peroxyde d’hydrogene

par les plexus choroides ex vivo

Les plexus choroides fraichement disséqués (cf § Matériels & méthodes 1.3.1) ont été
réchauffés dans du milieu RH a 37°C puis placés dans une solution de 50 uM d’H20O».
L’¢évolution de la quantit¢ d’H>O> dans ce milieu d’incubation au cours du temps a été
monitorée a partir d’échantillons de milieu prélevés a intervalles réguliers (cf § Matériels
& méthodes 4.1). En absence de plexus choroides, la concentration en H>O» était stable

dans les conditions de I’expérience.

La quantité d’H>O; restant dans le milieu a été représentée en fonction du temps, et
I’équation de la courbe exponentielle associ¢e a été obtenue a 1’aide du logiciel
CurveExpert 1.4. A partir de cette équation, la demi-vie tiexvive d’H202 dans ces
conditions expérimentales a été calculée. La clairance d’élimination Cle d’H20O> a ensuite
¢été calculée d’apres 1’équation suivante :

Ln2
Cler = V4 ex vivo X

t1/2 ex vivo

ol V4 ex vivo st le volume d’incubation.

Pour chaque type de plexus choroide, la demi-vie t1/2 in vivo d’H202 a été extrapolée a partir

de la clairance initiale d’élimination :

Ln2
t1/2 invivo = Vd invivo X 77—
Clg;

ou le volume de distribution V4in vive €st le volume du 4°™¢ ventricule ou des deux

ventricules latéraux mesurés chez le rat P2 (Ghersi-Egea et al., 2015).
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2.2. Culture primaire de cellules épithéliales choroidiennes

2.2.1. Description

Les cultures primaires de cellules épithéliales choroidienne de rat ont été fournies par
la plateforme BIP du Centre de recherche en neurosciences de Lyon (CRNL) (Strazielle

et al., 2003; Strazielle & Ghersi-Egea, 1999).

Les cellules épithéliales choroidiennes de rats P2 ont été isolées et cultivées sur des
inserts microporeux recouverts de laminine. La monocouche cellulaire formée sépare un
compartiment basolatéral, mimant le sang, et un compartiment apical, mimant le LCR
(Figure 32). Les expérimentations ont ¢té réalisées apres 7 a 8 jours de culture. L’intégrité
et la polarité de 1’épithélium formé ont été vérifiées par mesure de la perméabilité envers

le ['*C]-saccharose et par mesure du transport actif du rouge phénol respectivement.

Epithélium LCR Apical (LCR)
choroidien

Basolatéral (sang)

Figure 32 | Représentation schématique de la culture primaire de cellules épithéliales
choroidiennes de rat en systéme bicompartimental.

Les cellules épithéliales choroidiennes ont été cultivées sur filtre microporeux. Elles séparent un
compartiment basolatéral, mimant le sang, et un compartiment apical, mimant le liquide
céphalorachidien (LCR).

D’apres (Strazielle et al., 2004).
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2.2.2. Détoxification du monochlorobimane et mesure de perméabilité

Les cellules ont été mises en contact avec le MCB (5 ou 50 uM) par leur pdle
basolatéral. L’évolution de la quantit¢é de MCB dans le milieu d’incubation au cours du
temps a été monitorée a partir d’échantillons de milieux prélevés a intervalles réguliers
dans les deux compartiments (cf § Matériels & méthodes 4.2). La perméabilité¢ de
I’épithélium choroidien au MCB est exprimée en clairance cumulée. Pour chaque
intervalle de temps, le volume de MCB ¢éliminé a ét¢ calculé. L’apparition du conjugué
au GSH (GS-MCB) dans les compartiments apical et basolatéral, et dans le milieu

intracellulaire a été monitorée par spectrofluorimétrie (cf' § Matériels & méthodes 3.1.1).

Dans certaines expérimentations, les cellules ont été prétraitées avec le probénécide,

qui est un inhibiteur des transporteurs d’anions organiques.

2.2.3. Détoxification du peroxyde d’hydrogene et mesure de perméabilité

Les cellules ont été mises en contact avec différentes concentrations d’H»O; a leur pole
apical (60 ou 100 uM) ou basolatéral (20 a 500 uM). L’évolution de la quantité d’H>O»
dans le milieu d’incubation au cours du temps a €ét€¢ monitorée a partir d’échantillons de
milieux prélevés a intervalles réguliers dans les deux compartiments (ct § Matériels &
méthodes 4.1). En absence de cellules épithéliales choroidiennes, la concentration en

H»0O, était stable dans les conditions de I’expérience.

Pour chaque concentration utilisée, la quantité totale d’H>O; restant dans le milieu
(compartiments apical et basolatéral) a été représentée en fonction du temps. La partie

initiale de la courbe a été modélisée selon I’équation :

— -k
QtH202 = Qonzoz X e7Fel Xt

ou Q¢ m202 est la quantité totale d’H>O» dans le systéme au temps t, Qo 1202 est la quantité
initiale d’H>O> dans le compartiment basolatéral, et ke est la constante initiale

d’élimination.
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Les valeurs de ke ont été utilisées pour calculer la demi-vie t12 d’H20; et la vitesse initiale

d’¢élimination v pour chaque concentration :

Ln2 xk
t1/2 — et v = Qo H202XKe]
Kel Qprot

ot Qprot est la quantité de protéines.

Dans la gamme de concentrations d’H20O> utilisées, I’activité de la catalase peut étre
assimilée a une réaction de premier ordre, étant donné que la constante d’affinité K catalase
est exceptionnellement élevée, de I’ordre de 1 M (Jones & Suggett, 1968). L’implication
respective de la catalase et des Gpx dans I’élimination d’H>O» ont été évaluées grace a la

modélisation de la vitesse initiale d’élimination v en fonction de la concentration d’H,O5 :

V = Vcatalase T Vapx

_ Vmax catalase X QO H202
Vcatalase — K

m catalase

et

_ Vmax Gpx X Qo H202
vGpX -

Km Gpx + Qo H202

A partir de ces équations, la constante d’affinité K et la vitesse maximale Vimax pour

I’activité dépendante des Gpx ont pu étre calculées.

Dans certaines expérimentations, les cellules ont été prétraitées avec des inhibiteurs
enzymatiques. Le CDNB agit en se conjuguant au GSH ; le GSH est alors complétement
indisponible pour les Gpx, ce qui inhibe leur activité (Ghersi-Egea et al., 2006). Le
3-aminotriazole (3-AT) est un inhibiteur irréversible de la catalase qui agit en se fixant
de fagon covalente a son site actif (Margoliash & Novogrodsky, 1958). Aprés ces
prétraitements, les cellules ont été exposées a leur pole basolatéral a H>O- et le coefficient
de perméabilité Py d’H2O; a travers ’épithélium choroidien a été calculé pour chaque
condition (Khuth et al., 2005). La perméabilité au ['*C]-saccharose a été évaluée sur une

expérimentation séparée.

125



Matériels & méthodes

3. Biochimie et immunohistologie

3.1. Enzymologie

L’activité spécifique est définie en nmole-min'-mg! de protéines. La quantité totale
de protéines de chaque échantillon a été mesurée par la méthode de Peterson (Peterson,

1977).
3.1.1. Glutathion transférases

o o

o ° p  GsT oY o
HOOC\;/\)J\ﬁ N._-COOH + Hac{tz%}—cm — . oHaC \ ] + HCI
NH o] H
: He HOWNLKN\)LOH
NH, H o
Glutathion réduit Monochlorobimane Glutathion conjugué au

monochlorobimane

Figure 33 | Dosage de ’activité glutathion transférase.

La réaction de conjugaison catalysée par les glutathion transférases (GST) entre le
monochlorobimane et le glutathion réduit produit un conjugué au glutathion fluorescent. La
quantification de la vitesse d’apparition de ce conjugué par spectrofluorimétrie (longeurs d’ondes
d’excitation et d’emisson : 355 et 460 nm respectivement) permet de déterminer I’activité GST.

Les tissus prélevés ont été homogénéisés sur glace dans un tampon d’homogénéisation.
L’activité enzymatique Gst associée a ces homogénats a été mesurée a 22°C en utilisant
le MCB (0,05 mM) comme substrat et le GSH (1 mM) comme cosubstrat. L’activité Gst
est mesurée directement en suivant par spectrofluorimétrie 1’apparition du MCB conjugué
au GSH (GS-MCB ; ex/em : 355/460 nm) (Figure 33). La conjugaison non-enzymatique
du MCB au GSH a été mesurée pour chaque expérimentation par un essai réalisé dans les
mémes conditions en absence d’homogénat. Avant chaque série de dosage, la qualité des
réactifs préparés a été vérifie par la mesure de I’activité enzymatique d’un échantillon
standard. La mesure de la fluorescence émise par un standard de GS-MCB préparé au

laboratoire a permis de calibrer le systéme.
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Le standard de GS-MCB a été préparé a I’aide de surnageant de foie de rat adulte. Une
quantité connue de MCB a été incubée avec un surnageant de foie (possédant une activité
Gst) en présence d’une quantité importante de GSH. La quantité de GS-MCB produite a
été calculée a partir des valeurs de MCB résiduelles quantifiées par CLHP (Ghersi-Egea
et al., 2000).

3.1.2. Glutathion peroxydases

H20> 2 GSH 2 NADP*

Peroxyde Glutathion réduit Nicotinamide adénine
d’hydrogéne GPX GR dinucléotide phosphate oxydé
2 H0 GSSG 2 NADPH

Glutathion oxydé Nicotinamide adénine
dinucléotide phosphate réduit
Figure 34 | Dosage des activités glutathion peroxydase et glutathion réductase.

Les glutation peroxydases (GPX) catalysent la réduction d’H>O, en utilisant deux molécules de
glutathion réduit (GSH), ce qui produit deux molécules d’H,O et une molécule de glutathion
oxydé (GSSG). La glutathion réductase (GR) régénere les deux molécules de GSH a partir du
GSSG produit, en oxydant deux molécules de nictotinamide adénine dinucléotide phosphate
réduit (NADPH). L’activit¢ GPX envers I’'H2O; peut étre mesurée indirectement en suivant par
spectrophotométrie (340 nm) la disparition du NADPH en présence d’une quantité définie de GR
et de GSH. L’activit¢ GR envers le GSSG peut étre mesurée directement en suivant par
spectrophotométrie la disparition du NADPH.

D’aprés (Tayarani et al., 1989).

Les tissus prélevés ont été homogénéisés sur glace dans un tampon d’homogénéisation.
L’activité enzymatique Gpx associée a ces homogénats a été mesurée en utilisant 1’H>0»
(0,2 mM) comme substrat oxydant et le GSH (0,5 mM) comme substrat réducteur, en
présence de Gr (1 UI) et de NADPH (0,12 mM) a 37°C. L’activité Gpx est mesurée
indirectement en suivant par spectrophotométrie (340 nm) I’oxydation du NADPH par la
Gr (Figure 34). L’oxydation non-enzymatique du NADPH due a I’action d’H20O> a été

mesurée pour chaque expérimentation dans un essai réalisé dans les mémes conditions en
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absence d’homogénat. Avant chaque série de dosage, la qualité des réactifs préparés a été

vérifiée par la mesure de I’activité enzymatique d’un échantillon standard.

3.1.3. Glutathion réductase

Les tissus prélevés ont été homogénéisés sur glace dans un tampon d’homogénéisation.
L’activité enzymatique Gr envers le GSSG associée a ces homogénats a été mesurée en
présence de NADPH (0,12 mM) a 37°C. L’activité Gr est mesurée directement en suivant
par spectrophotométrie (340 nm) 1’oxydation du NADPH par la Gr (Figure 34). Avant
chaque série de dosage, la qualité¢ des réactifs préparés a ét¢ vérifiée par la mesure de

I’activité enzymatique d’un échantillon standard.

3.2. Western-blot

L’expression protéique des sous-unités Gsta3, m1/2, m5 et pl, de I’isoenzyme Gpx1,

de la Gr et du facteur de transcription Nfr2 ont été évaluées par analyse Western-blot.

Les échantillons tissulaires ont €t¢ homogénéisés dans un tampon adapté, puis les
protéines ont ét¢ dénaturées par un tampon Laemmli additionné de dithiothréitrol, et
éventuellement par chauffage. Aprés migration sur un gel 10 % XT Bis-Tris Criterion
(Bio-Rad) dans un tampon MOPS (acide 3-(N-morpholino)propanesulfonique, Bio-Rad),
les protéines ont été transférées sur une membrane de nitrocellulose (0,2 pm) dans un
tampon Tris-glycine (Euromedex) contenant 20 % de méthanol. Les anticorps primaires

utilisés pour détecter les protéines d’intérét sont listés dans le Tableau 7

Tableau 7 | Anticorps primaires utilisés.. Les anticorps primaires ont été reconnus par des
anticorps secondaires couplés a la peroxydase de raifort (7ableau §) permettant une
révélation sur film photographique apres addition d’un substrat luminescent de la

peroxydase de raifort.
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3.3. Immunohistofluorescence

Les localisations cellulaires de la Gr, des isoenzymes Gsta3, ml/2 et mS5, des
isoenzymes Gpxl et 4 et du facteur nucléaire Nrf2 ont été évaluées par

immunohistofluorescence.

Tableau 7 | Anticorps primaires utilisés.

Protéine Espéce Tvpe Référence, Fournisseur Concentration ou dilution
cible P P clone WB THF

. . Sigma- 0,1 ou o
B-actine  souris  monoclonal A1978 Aldrich ?,05 pgmlL-  /
2 ug'mL!
Gpx1 lapin polyclonal ab22604 Abcam 1 pg-mL-! (PFA avec
démasquage)
Gpx4 lapin polyclonal 14432-1-AP  Proteintech / ?P;FIAL)Lg mL
Gr lapin polyclonal GTX114199  GeneTex 2 pg-mL-! /
Gsta3 lapin polyclonal MBS71363 MyBioSource ?’31 ng'mLs /
0,69 pg-mL-

Gstm1/2  lapin monoclonal  ab108524 Abcam /

Gstm5 lapin polyclonal MBS712299 MyBioSource 0,7 pg-mL! /

Gstpl lapin polyclonal PAB13020 Abnova 1 pg-mL-! /
1/2000
Na*-K*- . Nobus (PFA avec ou
lonal NB300-14 . .
ATPase souris  monoclona 300-146 Biologicals / ns
démasquage)
. ) mL-!
Nrf2 lapin Bioworld 1 pg'mL-! S Mg'm
(PFA)
Clone
2 ‘mL!
Recal souris  monolonal HIS52, Bio-Rad / }iAug m
MCA970 (PEA)

Abréviations : IHF : immunohistofluorescence, Gpx : glutathion peroxydase, Gr: glutathion
réductase, Gst : glutathion transférase, Nrf2 : Nuclear Factor (Erythroid-derived 2)-Like 2, PFA:
paraformaldéhyde, Recal: rat endothelial cell antigen-1, WB : Western-blot.

Les cerveaux conservés a -80°C ont été réchauffés a une température d’environ -20°C
et inclus dans du Tissu-Tek (Sakura Finetek). Des sections coronales de 10 a 12 um

d’épaisseur ont été coupées a I’aide d’un cryostat Cryostar NX50 (Thermo Scientific),
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montées sur des lames de verre et séchées a température ambiante. Ces lames ont été

conservées a -20°C.

Apres séchage, les coupes de cerveaux ont été fixées 10 min au paraformaldéhyde
(4 %) avec ou sans démasquage (3 x 5 min a 850 W). Les anticorps primaires utilisés pour

détecter les protéines d’intérét sont listés dans le

Tableau 7| Anticorps primaires utilisés.. Les protéines immunoréactives ont été
reconnues par des anticorps secondaires couplés a des fluorophores (7ableau 8).
Le diamidine-2-phenylindole-dihydrochloride (DAPI) a été utilisé pour marquer les
noyaux. Les lames ont ¢ét¢ montées avec du Fluoprep (BioMérieux).
L’immunofluorescence a été visualisée a 1’aide d’un microscope a fluorescence Imager

Z1 (Zeiss), et les images ont été prises avec le logiciel AxioVs40 (version 4.8, Zeiss).

Tableau 8 | Anticorps secondaires utilisés.

AT Conjuguaison | Espéce R Fournisseur Dilution
cible Jug P clone WB THF

IgG Alexa fluor 0.2 L
(H+L) 488 chévre  A-11034 Invitrogen ~ / U hem
(lapin)
IgG Alexa fluor 0.2 -
(H+L) 555 chévie  A-21422 Invitrogen ~ / el
(souris)
IgG Alexa fluor .
. chévre  A-21429 Invitrogen / 2 pgrmL!
(lapin) 555
Peroxydase 0,04 pg-mL-!
de raifort (Gsta3, Gstm1/2,
e Jackson Gstpl);
(lga - ane 711-036-152  Immuno- 0,05 pg'mL!  /
P Research (Gpx1);
0,08 ug-mL-!
(GstmS5, Gr)
Peroxydase Jackson
I 0,04 pg-mL-!
86 e raifort chévre  111-036-003  Immuno- O heTm /
(lapin) Research (Nef2)
Peroxydase Jackson
I 04 0u0
BG e raifort fne  715-036-151 Immuno- O 0w 009
(souris) pg-mL-! (actine)

Research
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Abréviations : Gpx : glutathion peroxydase, Gr : glutathion réductase, Gst : glutathion transférase,
IgG : Immunoglobuline, IHF : immunohistofluorescence, Nrf2 : Nuclear Factor (Erythroid-
derived 2)-Like 2.
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4. Méthodes analytiques

4.1. Dosage du peroxyde d’hydrogene

H.05 Fe2+ Xylenol orange
Peroxyde d’hydrogéne L. lon ferreux (chélateur d’ions ferriques)
Réaction
de Fenton
OH + OH- Fe®*
Hydroxyde @Z?:;nyll lon ferrique \ Chélation
\ 4

Complexe
-X
Fe* -xylenol orange

Figure 35 | Dosage du peroxyde d’hydrogéne par la méthode du xylenol orange.

Ce dosage d’H>O; repose sur la réaction de Fenton. En présence d’H»0», le fer ferreux est oxydé
en fer ferrique. Une fois formé, le fer ferrique forme un complexe coloré avec le xylenol orange
dosable par spectrophotométrie (540 nm).

La concentration en H>O> a ét€¢ mesurée par un dosage colorimétrique en plaque 96
puits selon une méthode illustrée dans la Figure 35 (Dringen et al., 1998). Ce dosage
repose sur la formation du complexe coloré Fe**-xylenol orange lorsque I’H20> oxyde les
ions ferreux Fe?* en ions ferriques Fe**. L’absorption a été mesurée a 540 nm par un
lecteur de plaque Infinite 200 (Tecan). La concentration en H2O> est calculée grace a une
courbe de calibration établie avec des solutions standard d’H.O, préparées

extemporanément.

4.2. Chromatographie liquide a haute performance

Le MCB, le CDNB et le GSH ont été quantifiés par CLHP (LC10-10AT, Shimadzu)
couplée a une détection UV (SPD10A). Pour chaque composé, I’aire sous la courbe du
pic d’intérét a été mesurée et la quantité de composé présente dans I’échantillon a été

quantifiée a I’aide d’une courbe de calibration générée a partir d’une solution standard.
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Le MCB a été ¢lué de fagon isocratique en utilisant une phase mobile constituée d’un

mélange 20/80 acétonitrile/eau (I mL-min!), et détecté a 256 nm.

Le CDNB a été ¢lué de fagon isocratique en utilisant une phase mobile constituée d’un
mélange 55/10/35 méthanol/tampon phosphate 10 mM pH 6/eau (1 mL-min™'), et détecté
a 250 nm.

Le GSH a été couplé¢ avec de I’acide 5,5'-dithio-bis(2-nitrobenzoique) dans un tampon
phosphate 10 mM pH 7,4. Le GSH conjugué a été élué¢ avec un gradient en utilisant une
phase mobile constituée d’un mélange méthanol/tampon phosphate (Schmitt et al., 2011),

et détecté a 324 nm.
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5. Statistiques
Les résultats sont exprimés en moyenne + SD, ou en moyenne + SE.

Le test t de Student, uni- ou bilatéral, a été utilisé pour comparer les moyennes de deux
groupes. Pour chaque animal (ou groupe d’animaux), le plexus choroide du 4™
ventricule et les plexus choroides des ventricules latéraux ont été¢ disséqués et analysés
séparément. Le test t de Student pour données appariées a été utilisé pour comparer les

moyennes des mesures réalisées a partir de ces deux types de tissus.

Le test ANOVA, a un ou deux facteur(s), a été¢ utilisé pour comparer les moyennes de
trois groupes ou plus. Le test ANOVA a été suivi d’une analyse post-hoc de Dunnet afin
de comparer les moyennes a la moyenne d’un groupe controle, ou d’une analyse post-hoc

de Tukey-Kramer afin de comparer les moyennes des différents groupes entre elles.

Dans chaque groupe expérimental, le nombre d’échantillons N (nombre d’animaux ou
nombre de pool) a été choisi a partir d’études similaires antérieures publiées ayant été
réalisées dans 1’équipe (méme type de tissus, approches expérimentales similaires). Le
nombre d’échantillons par groupe N est indiqué dans les 1égendes des tableaux et figures,

ou directement sur les figures.

Toutes les données quantitatives présentées dans ce travail ont été produites a partir

d’au moins deux lots d’échantillons complétement indépendants.

Les tests statistiques utilisés pour comparer les moyennes des différents groupes
expérimentaux sont précisés dans la 1égende de la figure ou du tableau correspondant.
Une valeur-p < 0,05 est considérée comme statistiquement significative. Toutes les

analyses ont été réalisées avec le logiciel Prism (version 7.04, Graph Pad).

134



RESULTATS & DISCUSSIONS

135






Resultats & Discussions

1. Glutathion peroxydases choroidiennes : protection de
I’environnement liquidien cérébral envers les hydroperoxydes au

cours de la période périnatale

1.1. Résultats

1.1.1. Description du systéme antioxydant choroidien dépendant des

glutathion peroxydases et de la glutathion réductase

1.1.1.1. Activités enzymatiques

Les activités spécifiques Gpx et Gr ont été mesurées dans les tissus cérébraux et par
comparaison dans le foie chez le rat a différents stades de développement (Figure 36 et

Figure 37). Les animaux males et femelles ont €té analysés séparément apres le sevrage.

Aux stades précoces de développement postnatal (P2 et P7), I'activité spécifique Gpx
choroidienne est de ’ordre de ~ 100 a 150 nmol-min!-mg™! de protéines. Entre le stade
P2 et la 5°™ semaine de développement (S5), cette activité augmente de 120 % dans le
plexus choroide du 4°™ ventricule et de 80 % dans les plexus choroides des ventricules
latéraux (males et femelles combinés). Entre les stades subadulte et adulte (S5 et S12
respectivement), 1’activité Gpx choroidienne diminue d’environ 30 % dans le plexus

choroide du 4°™ ventricule et est stable dans les plexus choroides des ventricules latéraux.

Quel que soit le stade de développement étudié, 1’activité Gpx choroidienne est plus
de dix fois supérieure a celle mesurée dans le cortex cérébral (Figure 36, Tableau 9). Au
17 jour postnatal (P17), cette différence est maximale : les activités Gpx mesurées dans
le plexus choroide du 4°™ ventricule et dans les plexus choroides des ventricules latéraux
sont respectivement 37,4 + 2,1 et 41,1 + 2,7 fois supérieures a celles mesurées dans le

cortex cérébral (moyenne + SD, N=4).

Le foie est ’organe de référence en termes de métabolisme de détoxification
enzymatique. Il présente notamment une importante activit¢é SecGpx qui lui permet

d’éliminer les ERO produites in situ au cours de ’activité hépatique physiologique
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(Gromadzinska et al., 1988; Mello et al., 2015; L. Zhang et al., 1989). Aux stades P2 et
P7, I’activité Gpx hépatique est de I’ordre de ~ 50 nmol-min"!-mg de protéines™, soit deux
fois inférieure a I’activité Gpx choroidienne. L’activité Gpx hépatique augmente de fagcon
importante au cours du développement : chez [’adulte, elle atteint respectivement
252,0 + 39,9 et 632,5 + 85,7 nmol-min!*mg de protéines chez les males et les femelles
(moyenne = SD, N =4). Aucune différence d’activité liée au sexe n'a été observée dans

les tissus cérébraux étudiés.

Figure 36 | Activités glutathion peroxydase dans les tissus cérébraux et dans le foie chez le
rat au cours du développement postnatal.
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L’activité spécifique glutathion peroxydase (Gpx) envers le peroxyde d’hydrogéne a été mesurée
dans des homogénats de foie et de tissus cérébraux préparés a partir de rats de 2, 7, 17 jours
postnatal (P2, P7 et P17 respectivement), de rats subadultes (5 semaines, S5) et adultes (12
semaines, S12). L activité spécifique Gpx est exprimée en nmoles d’H,O, réduit'min™'-mg de
protéines™ (moyenne + SD, (N = 4, sauf pour les groupes PCVL P2 et cortex cérébral P17 ou N=3,
et pour le groupe cortex cérébral P2 ou N=5).

p <0.05, “p<0.01, ™p < 0.001 : statistiquement différent de 1’activité mesurée dans le méme
tissu au stade de développement précédent. °p < 0,001 : statistiquement différent de activité
mesurée dans le méme tissu chez le male au méme stade de développement. A tous les stades de
développement étudiés, I’activité Gpx dans les deux types de plexus choroides est supérieure a
Iactivité Gpx mesurée dans le cortex cérébral au méme stade de développement (p < 0.001).
L’ensemble des analyses statistiques a été réalisée avec une analyse ANOVA a deux facteurs
suivie d’un test de comparaison multiple de Tukey-Kramer.

Abréviations : PC4V : plexus choroide du 4°™ ventricule, PCVL : plexus choroides des

ventricules latéraux.
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Tableau 9 | Rapport entre les activités spécifiques glutathion peroxydase mesurées dans les
plexus choroides et dans le cortex cérébral chez le rat au cours du développement postnatal.

Ra.p[.)(zrt des P2 P Male Femelle
activités Gpx S5 S12 S5 S12

PC4V / Cx 15,5+£0,9* 21,8+2,1* 374+2,1 13,1 £1,2*% 153+2,5% 294+52*% 89+0,5*
PCVL / Cx 18,8 +4,7*  28,8+2,2% 41,1£27  123+£3,0% 22,5+3.8% 283+4,1* 13,1 +1,8*%

Les résultats sont exprimées en moyenne = SD (N > 3). "p < 0,001 : statistiquement différent du
rapport calculé au stade P17, analyse ANOVA a un facteur suivie d’un test de comparaison de
Dunnett. Abréviation : Cx : cortex cérébral, P2 : 2 jours postnatal, P7 : 7 jours postnatal, P17 : 17
jours postnatal, PC4V : plexus choroide du 4°™ ventricule, PCVL : plexus choroides des
ventricules latéraux, S5 : 5 semaines de développement, S12 : 12 semaines de développement.
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Figure 37 | Activités glutathion réductase dans les tissus cérébraux et dans le foie chez le rat
au cours du développement postnatal.

L’activité spécifique glutathion réductase (Gr) a été mesurée dans des homogénats de foie et de
tissus cérébraux préparés a partir de rats de 2, 9, 17 jours postnatal (P2, P9 et P17 respectivement),
de rats subadultes (5 semaines, S5) et adultes (12 semaines, S12). L’activité spécifique Gr est
exprimée en nmoles d’NADP" produit'min™-mg de protéines™ (moyenne + SD, N = 4, sauf pour
les groupes PCVL P2 et cortex cérébral P17 ou N=3, et pour le groupe cortex cérébral P2 ou N=5).

**p <0.01, ***p < 0.001 : statistiquement différent de 1’activité mesurée dans le méme tissu au
stade de développement précédent. A tous les stades de développement étudiés, 1’activité Gr dans
les deux types de plexus choroides est supérieure a I’activité Gr mesurée dans le cortex cérébral
au méme stade de développement (p < 0.001). L’ensemble des analyses statistiques a été réalisée
avec une analyse ANOVA a deux facteurs suivie d’un test de comparaison multiple de Tukey-

Kramer.

Abréviations : PC4V : plexus choroide du 4°™ ventricule, PCVL : plexus choroides des

ventricules latéraux.
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Les activités GR et GPX sont indissociables : la GR régénere deux GSH a partir du
GSSG produit par les GPX lors de la réduction des hydroperoxydes. Chez le rat, la Gr
présente une activité de I’ordre de ~ 60 nmol-min"'-mg de protéines™ dans les deux types
de plexus choroides, sans variation développementale notable (Figure 37). A I’instar de
la Gpx, la Gr a une activité plus élevée dans le tissu choroidien que dans le cortex cérébral
a tous les stades de développement étudiés. Aux stades précoces de développement (P2 a
P17), la Gr hépatique a une activité similaire a celle mesurée dans les plexus choroides,
mais son activité augmente de fagon significative pour atteindre ~ 100 nmol-min™'-mg de
protéines™!' chez les animaux adultes.

1.1.1.2. Expression protéique et localisation cellulaire des isoenzymes
glutathion peroxydases 1 et 4, et de la glutathion réductase

A Gpx 1 B KDa Gr
30 _’ 60 b
26 . — g(z) — — =
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15ug 151g 15ug 15 g MW'uv VL cox F
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Figure 38 | Analyse par Western-blot de I’expression protéique de la glutathion peroxidase 1
(Gpx1) et de 1a glutathion réductase (Gr) dans les tissus cerébraux et dans le foie chez le rat
au cours du développement postnatal.

Les tissus ont été isolés a partir d’animaux de 9 jours postnatal. A. L’isoenzyme Gpxl est
exprimée de fagon importante dans les deux types de plexus choroides et est faiblement exprimée
dans le foie (26 kDa). Deux bandes additionnelles non-spécifiques (~55 et 110 kDa) sont
présentes dans tous les échantillons. B. La Gr est bien exprimée dans les tissus choroidiens et dans
le foie (52 kDa). Son expression est plus faible dans le cortex cérébral. Dans le foie, le signal Gr
présente deux bandes (52 et 55 kDa). Une bande additionnelle non-spécifique (~ 30 kDa) est
présente dans tous les échantillons. Le niveau d’actine dans le foie est plus faible que dans les
autres organes, ce qui explique la différence d’intensité de signal entre le foie et les tissus
choroidiens pour une méme quantité de protéines déposée (Sampath et al., 2003). Abréviations :
4V : plexus choroide du 4°™ ventricule, Cx : cortex cérébral, F : foie, MW : marqueurs de poids

moléculaire (molecular weight), VL : plexus choroides des ventricules latéraux.
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Les expressions protéiques de 1’isoenzyme Gpx1 et de la Gr ont été mesurées par
Western-blot dans des échantillons de tissus cérébraux et de foie de rats P2 et P9 (Figure
38). Les conditions dénaturantes utilisées en Western-blot n’étaient pas compatibles avec
la détection de I’isoenzyme Gpx4. Aux stades précoces de développement (P2 et P9),
I’expression protéique de I’isoenzyme Gpx1 est importante dans les plexus choroides en
comparaison du cortex cérébral, ce qui est en accord avec les activités enzymatiques
mesurées dans les deux types de tissus. A P9, I'expression protéique de la Gpx1 dans les
plexus choroides est également plus élevée que celle détectée dans le foie. La Gr a un
niveau d’expression protéique similaire entre les deux types de plexus choroides et dans

le foie, et plus faible dans le tissu cortical.

La localisation des deux isoenzymes Gpx1 et Gpx4 au sein du tissu cérébral a ensuite
¢té déterminée par une immunohistochimie réalisée sur des coupes de cerveau de rat P2
(Figure 39) et P9 (résultats non présentés). Les plexus choroides du 4°™ ventricule et des
ventricules latéraux présentent des marquages Gpx1 et Gpx4 homogenes dans I’ensemble
des boucles choroidiennes, sans signe de régionalisation. En comparaison, le parenchyme
cérébral et ’épendyme ne montrent que peu ou pas de marquage Gpx1 et Gpx4, ce qui
est en accord avec les mesures d’activités enzymatiques Gpx et les niveaux d’expression
protéique Gpx1 (Western-blot). Afin de déterminer la localisation cellulaire des deux
isoenzymes au sein du tissu choroidien, des comarquages ont été réalisés avec les
protéines Na'/K*-ATPase et rat endothelial cell antigen-1 (Recal) respectivement
utilisées pour marquer la membrane apicale de 1'épithélium choroidien et pour marquer
les vaisseaux sanguins. Les conditions de marquage utilisées pour mettre en évidence
I’isoenzyme Gpx!1 étaient incompatibles avec le marquage de la protéine endothéliale
Recal. Ces comarquages montrent que les enzymes Gpx1 et Gpx4 choroidiennes sont

localisées au niveau du cytosol des cellules épithéliales formant la barriere sang-LCR.
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Gpx1

Gpx4

Figure 39 | Détection par immunohistofluorescence des isoenzymes glutathion peroxidase 1
et glutathion peroxydase 4 dans les plexus choroides chez le rat de 2 jours postnatal.

a-e : Marquage de I’isoenzyme glutathion peroxydase 1 (Gpx1, vert) et de la Na'/K'-ATPase
(rouge) dans les plexus choroides du 4°™ ventricule ventricule (a-b) et des ventricules latéraux
(c-e). Le marquage de la Na"/K'-ATPase permet de délimiter la membrane apicale des cellules
¢épithéliales choroidienne et de localiser la Gpx1 dans le compartiment intracellulaire de ces
cellules. Le signal Gpx1 n’est pas détecté dans le stroma conjonctif choroidien (a-c, éroiles). Ce
signal est également absent ou faible dans le parenchyme cérébral et dans 1’épendyme (d) en
comparaison des cellules épithéliales choroidiennes.

f-h : Marquage de I’isoenzyme Gpx4 (vert) et de la Na'/K*-ATPase (f, rouge) ou de Recal (g,
rouge ; marqueur des vaisseaux sanguins) dans les plexus choroides du 4™ ventricule (f) et des
ventricules latéraux (g-#). L’isoenzyme Gpx4 est localisée dans le compartiment intracellulaire
des cellules épithéliales choroidiennes dans les deux types de plexus choroides. Le signal Gpx4
est faible ou absent dans le stroma conjonctif choroidien (f-g, étoiles) et dans le parenchyme
cérébral.

Inserts en a, e, h : Controles négatifs obtenus en absence d’anticorps primaires.
Le DAPI a été utilisé pour marquer les noyaux.

Abréviations : ep : épendyme, LCR : liquide céphalorachidien, PC4V : plexus choroides du 4°™
ventricule, PCLV : plexus choroides des ventricules latéraux, Recal: rat endothelial cell antigen-
1.

Barre d’échelle : 20 uM.
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1.1.2. Efficacit¢ du systeme antioxydant choroidien dépendant des
glutathion peroxydases

1.1.2.1. Capacité des plexus choroides isolés a inactiver le peroxyde
d’hydrogene
La capacité du systéme enzymatique choroidien GPX-GR a protéger le LCR du stress
oxydant au cours du développement postnatal a été évaluée ex vivo. L’H202, molécule
impliquée dans la physiopathologie de nombreuses pathologies périnatales, a été utilisé
comme molécule modele pour cette é¢tude (Hyslop et al., 1995; Jain et al., 2000; Lei et
al., 1998). L’H2O> est une ERO, mais posseéde une demi-vie relativement longue,
compatible avec les conditions d’expérimentation. Cette molécule a par ailleurs

I’avantage d’étre un substrat commun a I’ensemble des isoenzymes de GPX (Brigelius-

Floh¢ & Maiorino, 2013).

Figure 40 | Détoxification du peroxyde

% d’hydrogene par des plexus choroides isolés
EE /’_I\I de rats de deux jours.
= 100+ .
o R Deux plexus choroides des ventricules latéraux
E - \ e ou un plexus choroide du 4°™ ventricule de rats
g- i \{\ de 2 jours ont été exposés a une concentration
o \1 \\ de 50 uM d’H,0, dans 150 uL de liquide
5 2 \\} céphalorachidien artificiel (tampon Ringer
= R HEPES).
~ 254 —— Ctrl 1
(@) X . . .
= == PCAV . Pour chaque essai, la quantité de protéines dans
0 - PCVL ) les plexus choroides a été mesurée afin de
L) ) )
0 10 20 30 normaliser la quantité initiale d’H,O, a la
Temps (min) quantité moyenne de protéines dans les plexus

choroides isolés de rats Sprague-Dawley de 2
jours. Le plexus choroide du 4°™ ventricule contient 69 + 9 pg de protéines, et les deux plexus
choroides des ventricules latéraux contiennent 100 + 9 ug de protéines (Ghersi-Egea et al., 2015).
Les courbes montrent 1’évolution de la quantit¢ d’H.O. au cours du temps, exprimée en
pourcentage de la quantité initiale d’H>O; dans le milieu d’incubation (moyenne + SE, N = 5)

Abréviations : Ctrl : incubation controle sans plexus choroides, PC4V : plexus choroide du 4°™
ventricule, PCVL : plexus choroides des ventricules latéraux.
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Les plexus choroides du 4°™ ventricule et des ventricules latéraux de rats P2 ont été
isolés séparément et conservés intacts dans du milieu RH, utilis¢ comme LCR artificiel.
Ces tissus ont ensuite été exposés a une concentration physiopathologique de 50 uM
d’H20; dans 150 pL de LCR artificiel. La capacité des plexus choroides a inactiver
I’H20: a été évaluée en mesurant I’évolution de la quantité d’H>O; dans le LCR artificiel
au cours du temps (Figure 40). En l'absence de tissu choroidien, la concentration d’H20»
¢tait stable au cours de l'expérience. Les deux types de plexus choroides ont la capacité
d’¢liminer rapidement I’H>O> du LCR artificiel, bien que les tissus aient été incubés dans
un volume de LCR artificiel nettement supérieur aux volumes ventriculaires réels du rat
P2 (Vdinvivo). La courbe représentant 1’évolution de la quantité¢ d’H>O, au cours du temps
avec le plexus choroide du 4°™ ventricule est différente de celle générée avec les deux
plexus choroides des ventricules latéraux, ce qui peut étre expliqué par la différence de
taille entre les deux tissus : les deux plexus choroides des ventricules latéraux contiennent
100 £ 9 g de protéines contre 69 £ 9 ug de protéines pour le plexus choroide du 4™

ventricule (moyenne + SD) (Ghersi-Egea et al., 2015).

Pour chaque type de plexus choroide, la demi-vie tinexvivo €t la clairance initiale
d'¢limination Cle; de H>O» ont été calculées a partir de la courbe quantité-temps présentée
sur la Figure 40. La clairance initiale d’¢limination représente la capacité intrinseque du
tissu a métaboliser H>O; ; assumant une valeur identique pour les plexus choroides
vivants isolés (condition ex vivo) et in situ (condition in vivo), la demi-vie ti/2in vivo
nécessaire pour ¢liminer la moitié de la quantité d’H»O» lors d’un pic a 50 uM dans le
LCR emplissant les ventricules cérébraux a été calculée (7ableau 10). Les volumes
ventriculaires Vdinvivo utilisés dans ce calcul ont été mesurés sur des rats P2 de méme
souche (Ghersi-Egea et al., 2015). Les valeurs de ti2i:vivo sont estimées a quelques
secondes pour les plexus choroides des ventricules latéraux et moins d’une minute pour
le plexus choroide du 4% ventricule (Tableau 10), ce qui démontre le haut degré

d'efficacité de ces tissus a inactiver 1'H>Oz véhiculé par le LCR.
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Tableau 10 | Paramétres régissant I’élimination du peroxyde d’hydrogéne par les
plexus choroides ex vivo (essai) et in vivo (extrapolation).

Ex vivo (essai) In vivo (extrapolation)
t1/2 ex vivo Clel Vd in vivo t1/2 in vivo
min pL.min"!.mg de protéines! pL* min
PCVL 150 9,6 +0,3 123,7+ 6,1 2,95 10,0+ 0,5
PC4V 150 17,2+2,4 113,0+ 13,3 6,56 37,6 +5,5

Les valeurs sont exprimées en moyenne + SE (N > 4). Ces résultats ont été générés en utilisant
une concentration initiale d’H>O, de 50 uM. Cf Matériels et Méthodes § 2.1 pour les définitions
des différents parametres d’¢élimination d’H2Oz. *Vgin vivo €5t le volume ventriculaire mesuré chez
des animaux de deux jours (Ghersi-Egea et al., 2015).

Abréviation : PC4V : plexus choroide du 4°™ ventricule, PCVL : plexus choroides des ventricules
latéraux.

1.1.2.2. Role des glutathion peroxydases dans I’inactivation du peroxyde
d’hydrogene par les cellules épithéliales choroidiennes in vitro

Deux systémes enzymatiques distincts sont capables d’inactiver des quantités
importantes d’H20: : les GPX et la catalase. Afin de déterminer I’importance relative de
ces deux systemes dans I’inactivation d’H>O: par 1’épithélium choroidien, nous avons

utilisé un modele cellulaire de la barriére sang-LCR choroidienne.

Ce modele est réalisé a partir d’une culture primaire de cellules épithéliales
choroidiennes de rat (P2) cultivée sur un filtre perméable. Il s’agit d’un modele
bicaméral : la monocouche de cellules épithéliales choroidiennes sépare un compartiment
apical, mimant le LCR, et un compartiment basolatéral, mimant le sang. Ce modele
cellulaire reproduit I'étanchéité et la polarité de 1'épithélium choroidien in vivo, et a été
validé pour I’étude des fonctions de barriére et de transport (Ghersi-Egea et al., 2006;
Strazielle et al., 2003; Strazielle & Ghersi-Egea, 1999). En particulier, ce modéle a été
utilisé pour étudier des fonctions métaboliques impliquant le GSH. Contrairement aux
plexus choroides isolés, ce modéle cellulaire bicaméral permet d’exposer les cellules
épithéliales a H>O: par leur pdle basal ou apical afin de mimer une exposition via le sang

ou le LCR respectivement. Il peut donc permettre de mesurer in vitro la perméabilité de
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la barriere sang-LCR a I’'H>O; (cf Résultats §1.1.2.3). Enfin, ce modele cellulaire nous a
permis de réaliser des études mécanistiques nécessitant des expositions de longues durées

avec des inhibiteurs enzymatiques, tout en limitant le nombre d'animaux utilisés.

Nous avons d'abord vérifié que les cellules épithéliales choroidiennes en culture
conservaient bien la forte activité spécifique Gpx mise en évidence dans les plexus
choroides des rats au stade postnatal (~100 a 150 nmol-min!'mg™! de protéines). Les
cellules en culture présentent une activitt Gpx de 200,8 + 57,0 nmol'min’"

mg de protéines™' (moyenne + SD, N = 5 mesures issues de 2 lots de cellules différents)

similaire a celle mesurée dans les plexus choroides de rats.

La capacité des cellules épithéliales choroidiennes en culture a inactiver I’H,O; a été
¢valuée en mesurant I’évolution de la quantité d’H>O» dans le milieu de culture au cours
d’une exposition a 60 uM d’H>O: a leur pole apical ou basolatéral. L’H>O» est €liminé a
la méme vitesse, quel que soit le pole cellulaire exposé : la quantité d’H>O» réduit sur une
période de 14 min est de 213,0 £ 63,69 nmol'mg de protéines™! lorsque ’'H,0; a été ajouté
dans le compartiment basolatéral, et 164,4 + 20,8 nmol'mg de protéines™! lorsqu’il a été
ajouté dans le compartiment apical (moyenne = SD, N = 4, pas de différence significative
selon le test bilatéral de Student pour variances inégales). L’utilisation d’une
concentration supérieure d’H>O> (100 uM) donne des résultats comparables (résultats

non présentes).

Afin de déterminer si I’élimination d’H>O> par les cellules épithéliales choroidiennes
en culture fait intervenir des composants antioxydants (enzymatiques ou non
enzymatiques) sécrétés dans le milieu de culture, nous avons testé la capacité du milieu
préconditionné par les cellules épithéliales choroidiennes a éliminer H2O,. Le milieu
préconditionné a été obtenu en incubant des filtres recouverts d’'une monocouche de
cellules épithéliales choroidiennes avec du RH frais, apres avoir été rincés avec du RH.
Apres 7,5 ou 25 min d’incubation avec les cellules, le milieu préconditionné a été prélevé
des compartiments apical et basolatéral, et immédiatement mis en contact avec de I’H20»

(concentration finale : 44 uM) pour une durée égale a la durée d’incubation. Dans ces
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conditions, la concentration d’H»O est stable (7ableau 11). Ce résultat indique que

I’H20: doit diffuser dans les cellules épithéliales choroidiennes pour étre inactivé.

Tableau 11 | Absence d’élimination du peroxyde d’hydrogéne par le milieu préconditionné
des cellules épithéliales choroidiennes.

Temps (min)

7,5

[H20:] (%)
Milieu apical 100 £ 3,5 non déterminé 98,0+2,3

Milieu basolatéral 100 £+ 3,5 106,5+2,9 104,8 £ 3,2

Les cellules épithéliales en culture ont été rincées et mises en contact avec du tampon Ringer-
HEPES pendant 7,5 ou 25 min. Du milieu préconditionné a été prélevé dans les compartiments
apical et basolatéral puis mis en contact avec de I’H>O; (concentration finale 44 uM). Aprés une
durée égale a la durée de préconditionnement (7,5 ou 25 min), la concentration en H,O, a été
mesurée.

Les valeurs sont exprimées en pourcentage de la concentration d’H,O> mesurée en condition
controle (milieu Ringer-HEPES non préconditionné) (moyenne = SD, N = 4).

Toutes les expériences suivantes ont ¢été réalisées en ajoutant 1’H,O, dans le
compartiment basolatéral. Cette configuration permet d’une part l'utilisation de plus
faibles concentrations d’H»O; restant compatibles avec la limite de détection du dosage
(prélévement de plus grands volumes), et d’autre part d’explorer I'existence d'une barricre

métabolique limitant le passage d’H2O; entre le sang et le LCR.

Les parameétres cinétiques régissant 1'élimination d’H>O» par 1'épithélium choroidien
ont été déterminés en exposant les cellules a des concentrations d’H>O> allant de 20 a
450 uM (Figure 41). La Figure 41B représente I’évolution de la quantité totale d’H20-
restant dans le systéme (milieux apical et basolatéral) au cours du temps. Tout d’abord,
ces données montrent que quelle que soit la concentration initiale d’H>O dans le
compartiment basolatéral, les cellules épithéliales choroidiennes inactivent efficacement
I’H20s. Par ailleurs, la partie linéaire de la représentation logarithmique de ces courbes
d'élimination (Figure 41B insert) permet de déterminer la période pouvant étre utilisée
pour calculer la constante initiale d'élimination d’H>O: ke pour chaque concentration

d’H20:. Ces constantes ke ont été utilisées pour calculer la demi-vie d'élimination d’H20»
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ti2 pour chaque concentration (7ableau 12). Plus la concentration initiale d’H2O> est
faible, plus la valeur de ti/> est faible ; ce résultat indique que le mécanisme d'élimination

d’H20; implique une composante saturable.

Pour mieux caractériser ce mécanisme, nous avons calculé pour chaque concentration
la vitesse initiale d'élimination d’H>O; v a partir des constantes ke (7ableau 12). La
Figure 41C représente cette vitesse initiale d'élimination d’H202 v en fonction de la
concentration initiale d’H>O,. La courbe obtenue a été modélisée en partant du postulat
que I'¢limination d’H>O> résultait de deux réactions enzymatiques coexistantes : une
réaction de premier ordre attribuée a la catalase, et une réaction mixte attribuée aux Gpx.
A partir de cette modélisation, les vitesses initiales d'élimination d’H,O2 v correspondant
a I’activité de la catalase et a I’activité des Gpx dans les cellules épithéliales choroidiennes
en culture ont €été calculées pour chaque concentration (7ableau 12). Ces valeurs v
indiquent que l'activité des Gpx est dominante dans l'inactivation d’H>O» lorsque la
concentration initiale d’H»O; est inférieure a 250 uM. Pour I’activité de la catalase, ces
données permettent de calculer le rapport Vmax/Km = 0,163 mL-min!-mg de protéines™,
qui est un indice de I'efficacité catalytique. Pour I’activité des Gpx, ces valeurs permettent
de calculer les parameétres cinétiques K et Vimax qui sont respectivement de 272,7 uM et
88,5 nmol-min"'-mg de protéines™ dans les cellules épithéliales en culture (vivantes). La
représentation de Hanes-Woolf de la cinétique des Gpx est présentée dans la Figure 41D.
Les parameétres cinétiques de I’élimination d’H>O: ont également été mesurés dans des
homogénats de plexus choroides de rats P2 en utilisant la méthode enzymatique
spécifique des Gpx ; dans ces conditions, les constantes Km et Vmax sont respectivement
de 10,3 uM et 116,3 nmol-min"'-mg de protéines™ (Figure 41D). L’importante différence
dans les valeurs de Ky, entre les deux conditions expérimentales (cellules vivantes en
culture et homogénat de plexus choroides) peut étre expliquée par un changement
d’affinit¢ des Gpx pour I’H20: induit par la culture cellulaire, ou par une accessibilité
réduite a ’'H>0O» dans les cellules vivantes par rapport a 'homogénat. Afin d’étudier ces
deux hypothéses, les parametres cinétiques de I’élimination d’H>O; ont été mesurés dans
des homogénats de cellules épithéliales choroidiennes issues de culture cellulaire, en
utilisant la méthode enzymatique spécifique des Gpx ; dans ces conditions, les constantes

K et Vimax sont respectivement de 7,9 uM et 232,6 nmol-min!-mg de protéines™ (Figure
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41D). La constante d’affinit¢ K, a une valeur similaire a celle mesurée a partir des
homogénats de plexus choroides, ce qui indique que I’accessibilité au substrat (plutt que
I’activité enzymatique) est le parametre limitant dans I'élimination d’H2O: par les Gpx
choroidiennes. La constante Vmax est quant a elle un peu plus €levée que celle mesurée a
partir des homogénats de plexus choroides, ce qui pourrait étre expliqué par la présence
de tissu stromal et vasculaire, a faible activit¢é Gpx, dans les homogénats de plexus
choroides « totaux ». Cette étude cinétique suggere que les Gpx ont un rdle majeur dans
I’inactivation d’H>O» par les plexus choroides puisque le facteur limitant de ce
mécanisme d’inactivation est la diffusion du substrat a travers la membrane plasmique

des cellules épithéliales choroidiennes.

Tableau 12 | Demi-vies d’élimination et vitesses d’élimination du peroxyde d’hydrogéne
dans les cellules épithéliales choroidiennes.

Vitesse d’élimination d’H20: v
(nmol-min!-mg de protéines)

Quantité Constante Demi-vie
[H20:] initiale] initiale d’H2O: § d’élimination | d’élimination
(umol-mg de initiale Kel ti2 Réaction de | Réaction d’ordre
protéines™) (min!) (min) 1¢* ordre
(Catalase)
446.7£21.8 54+0.5 0.0241 28.8 127.6 72.79 54.80
205.4+16.3 1.9+0.1 0.0371 18.7 71.4 33.46 37.95
502+74 0.5+£0.0 0.0459 15.1 21.9 8.18 13.75
20.8+0.7 0.2+0.0 0.0521 13.3 9.6 3.38 6.26

Les concentrations et quantités initiales d’H»O, sont exprimées en moyenne = SE, N = 3.

Cf Matériels et Méthode §2.2.3 pour les définitions des différents parametres d’élimination
d’HzOZ.

Abréviations : Gpx : glutathion peroxydases.
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Figure 41 | Cinétique d’élimination du peroxyde d’hydrogene par les cellules épithéliales
choroidiennes de rats.

A. Représentation schématique de la barrieére sang — liquide céphalorachidien (LCR) choroidienne
in vitro. Les cellules épithéliales choroidiennes sont cultivées sur un filtre poreux ; elles séparent

un compartiement apical mimant le LCR et un compartiment basolatéral mimant le stroma et le
sang.

B. Evolution de la quantité d’H,O, dans le milieu d’incubation au cours du temps en fonction de
la concentration initiale d’H,O». Les cellules épithéliales choroidiennes ont été exposées a 20 (A),
50 (A), 200 (O) ou 450 (m) uM d’H,0; pendant 15 min (pour 20 uM d’H,0,) ou 40 min (pour
les autres concentrations). La quantité d’H,O» est exprimée en nmol-mg de protéines™ (moyenne

+ SE, N = 4 filtres recouverts de cellules). La quantité moyenne de protéines sur chaque filtre est
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de 0,129 mg-cm?. Insert : Représentation semi-logarithmique des données obtenues au cours de
la période initiale d’exposition a H>O,.

C. Vitesse initiale d’élimination d’H>O; v en fonction de la concentration initiale d’H>O; (ligne
continue). Les vitesses initiales d’¢limination d’H,O attribuées a la catalase (ligne pointillée) et

aux glutathion peroxydases (Gpx, ligne discontinue) ont ét¢ modélisées.

D. Représentation de Hanes-Woolf des parametres cinétiques de activité Gpx dans les cellules
¢épithéliales en culture calculés a partir de C (ligne discontinue). Ces paramétres ont également été
mesurés dans des homogénats de plexus choroides (ligne continue A) et dans des homogénats
de cellules épithéliales choroidiennes cultivées in vitro (ligne continue m) en utilisant la méthode
de mesure spécifique de I’activité Gpx. Les valeurs Ky, et Vmax sont exprimées en pM et en
nmol-min”'-mg de protéines™!, respectivement.

Afin de s’assurer que les Gpx ont bien un role prépondérant dans I’inactivation
choroidienne d’H>O», nous avons évalué la capacité des cellules épithéliales en culture a
inactiver H>O» en présence de différents inhibiteurs enzymatiques (Figure 424). Les
cellules en culture ont été traitées avec du 3-AT et/ou du CDNB, qui inhibent la catalase
et les GPX respectivement. L'inhibition de la catalase n'a aucun effet sur la clairance
d'¢limination d’H>O», alors que l'inhibition des Gpx diminue de fagon substantielle ce
parametre. L’inhibition simultanée des deux systémes enzymatiques abolit presque
completement la clairance d'élimination d’H2Oz. Ce dernier résultat confirme 1’efficacité
du 3-AT a inhiber la catalase dans nos conditions expérimentales. Il suggere également
que, lorsqu'il est utilisé¢ seul, I'effet inhibiteur du 3-AT sur la catalase est compensé (et

donc masqué) par l'importante activité de détoxification des Gpx.
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Figure 42 | Effets de ’inhibition de la catalase et des
glutathion peroxydases sur I’élimination, le passage
et la toxicité du peroxyde d’hydrogéne dans la
barriére sang — liquide céphalorachidien.

Les cellules ¢épithéliales choroidiennes ont été
préincubées avec S50uM de 1,2-dichloro-4-
nitrobenzéne (CDNB), 10 mM de 3-aminotriazole (3-
AT), ou les deux. Les cellules ont ensuite été€ exposées
a 50 uM d’H»O» en présence des inhibiteurs (CDNB
et/ou 3-AT). Les milieux des compartiments apical et
basolatéral ont été prélevés séparement apres 20 min et
leurs concentrations en H,O, ont été mesurées. Les
cellules controles (Ctrl) n’ont pas été traitées. A.
Quantité¢ d’H,O, éliminée aprés 20 min. Les résultats
sont exprimés en volume de clairance d’H»O:
(moyenne + SD, N=4). **%p <0.001

statistiquement différent du volume de clairance dans
la condition contrdle, analyse ANOVA a un facteur
suivie d’un test de Dunnett. B. Passage d’H,O, du
compartiment basolatéral au compartiment apical au
cours des 20 min d’incubation. Les résultats sont
exprimés en constante de perméabilité Pt
(moyenne + SD, N=4). *#%*p < 0.001

statistiquement  différent de la constante de
perméabilité mesurée lorsque les cellules sont traitées
avec le CDNB, analyse ANOVA a un facteur suivie
d’un test de Dunnett. C. Evaluation de I’intégrité de la
barriere sang — liquide céphalorachidien. Les cellules
ont été pré-traitées avec les inhibiteurs enzymatiques
(CDNB et/ou 3-AT) puis exposées a 50 uM d’H»O» en
présence des inhibiteurs et de ['*C]-saccharose. Le
passage du ['“C]-saccharose du compartiment
basolatéral au compartiment apical a ét¢ mesuré au
cours de 3 périodes consécutives. Les résultats sont
exprimés en clairance cumulée du ['*C]-saccharose
(moyenne + SD, N=3). *#%kp < 0.001

statistiquement différent des valeurs contrdles pour
chaque intervalle de temps, analyse ANOVA a deux

facteurs suivie d’un test de Dunnett.
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1.1.2.3. Barriére enzymatique choroidienne entre le sang et le liquide
céphalorachidien envers le peroxyde d’hydrogéne in vitro

La capacité de 1’épithélium choroidien a limiter le passage d’H>O> entre le sang et le
LCR a été évaluée sur le modele cellulaire de barriere sang-LCR. Les cellules ont été
exposées a leur pole basolatéral a une concentration de 50 pM d’H»Oo, et le passage
d’H202 dans le compartiment supérieur a été mesuré (Figure 42B). Les cellules
¢épithéliales choroidiennes empéchent le flux basolatéral a apical d’H20; : le coefficient

1

de perméabilité Pt est inférieur a 0,1 uL-min'-cm™, qui est la limite de détection de la

technique de quantification d’H>O- dans ces conditions expérimentales.

L’utilisation du 3-AT et/ou du CDNB a permis d’étudier I’implication de la catalase
et des Gpx dans ce phénomene de barriere (Figure 42B). L'inhibition de la catalase n'a
qu'un effet trés limité sur la perméabilité de 1’épithélium choroidien a H,O», qui est alors
a peine mesurable dans le compartiment apical. En revanche, ’inhibition des Gpx
augmente significativement la perméabilit¢ a H,O,. Cette perméabilité est encore plus
importante lorsque les cellules ont été traitées simultanément avec les inhibiteurs de Gpx
et de catalase : le coefficient de perméabilité Pt est alors proche du coefficient de
perméabilité mesuré sur des filtres sans cellules recouverts uniquement de laminine
(12,5+ 0,5 pL-min"'-cm, moyenne + SE, N = 3). Ces résultats démontrent que les GPX
jouent un role crucial dans la fonction de barriere de I’épithélium choroidien envers

I’H>0O> véhiculé par le sang.

Enfin, afin de tester la sensibilité des cellules épithéliales choroidienne a I’'H2>O», l'effet
des traitements inhibiteurs 3-AT et/ou CDNB sur l'intégrit¢ de la barri¢re a été évalué
dans une expérience séparée en mesurant la perméabilité¢ des cellules épithéliales
choroidienne au saccharose, marqueur polaire de petit poids moléculaire non perméable,
en présence d’HoO: (Figure 42C). L’H20», seul ou en association avec le 3-AT, n'a aucun
effet sur la perméabilité au saccharose. Le CDNB, seul ou en association avec le 3-AT,
augmente significativement la perméabilité au saccharose en présence d’H20..
L’augmentation de perméabilité engendrée par le CDNB est déja visible aprés 20 min
d’exposition a HzO2, et est ensuite cumulative. Le CDNB en soi n'altére pas la

perméabilité de la barriére choroidienne lorsqu'il est appliqué en I'absence d’H>O> sur une

153



Resultats & Discussions

période de 60 minutes (Ghersi-Egea et al., 2006). Ces résultats indiquent donc que, s’ils
ne sont pas rapidement éliminés, quelques dizaines de micromolaires d’H>O» suffisent a
modifier l'intégrité de la barriere sang-LCR choroidienne. Les GPX choroidiennes sont

donc importantes pour protéger la barriére sang-LCR des hydroperoxydes circulant dans

le sang.
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1.2. Discussion

Au cours de ce travail de these, nous avons montré que les plexus choroides présentent
une activit¢é Gpx ¢élevée par rapport au parenchyme cérébral tout au long du
développement postnatal chez le rat. Au cours des premiers jours de développement
postnatal, I’activité Gpx choroidienne est méme supérieure a I’activité Gpx mesurée dans
le foie. Des analyses par Western-blot et immunohistofluorescence ont mis en évidence
I’expression choroidienne spécifique des isoenzymes Gpx1 et Gpx4 chez le rat nouveau-
né. Un niveau similaire d’activit¢ Gpx et une immunopositivit¢ Gpxl avaient
précédemment été décrits chez le rat et la souris adultes respectivement (Tayarani et al.,
1989; Trépanier et al., 1996). Des expérimentations ex vivo et in vitro nous ont ensuite
permis de démontrer que les plexus choroides du rat nouveau-né possédent une
importante capacité d’inactivation d’H»O, dépendante des Gpx. L'expression et la
fonctionnalité¢ élevées des Gpx dés les stades précoces de développement postnatal
indiquent une maturation précoce du tissu choroidien. Nos résultats montrent donc que
les plexus choroides sont des structures cérébrales neuroprotectrices efficaces des les
stades précoces de développement postnatal alors méme que le foie est encore immature
pour sa fonction de détoxification. Il est intéressant de noter qu’il existe une différence
d’activité hépatique Gpx entre les males et les femelles chez les rats subadultes (S5) et
adultes (S12). Cette différence, déja observée chez la souris adulte, est spécifique de cet
organe car elle n’est pas observée dans les tissus cérébraux (Liang et al., 2011; Sverko et

al., 2004).

Une analyse transcriptomique de I’expression des différentes isoenzymes de Gpx a
montré que les Gpx/ et 4 sont exprimées a haut niveau en comparaison des Gpx2 et 3
dans les plexus choroides du rat en développement (Kratzer et al., 2013). Ces résultats
transcriptomiques, associés a nos données immunohistologiques, suggerent que les Gpx|1
et 4 sont les principales isoenzymes responsables de 1’importante activité Gpx
choroidienne mesurée au cours du développement. L’H>O> est un substrat commun a
I’ensemble des isoenzymes GPX (Brigelius-Flohé & Maiorino, 2013). La GPX1 peut
¢galement accepter comme substrat des hydroperoxydes solubles de faibles poids

moléculaires comme 1'hydroperoxyde de fert-butyle (Brigelius-Flohé & Maiorino, 2013).
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La GPX1 est principalement impliquée dans la défense antioxydante ; les souris KO-
Gpx 1 sont en effet trés sensibles aux stress oxydants aigus (W.-H. Cheng et al., 1998). La
GPX4 est capable de réduire a la fois des petits hydroperoxydes et des hydroperoxydes
lipidiques plus complexes, y compris ceux insérés dans les membranes. Cette isoenzyme
est impliquée dans divers processus physiologiques, tels que le controle de 'apoptose ou
la synthése des leucotrienes en régulant les activités 12,15- et 5-lipoxygénase
respectivement (Brigelius-Flohé & Maiorino, 2013; Imai et al., 1998). Les deux
isoenzymes GPX choroidiennes semblent avoir des fonctions complémentaires, ce qui
suggere que les plexus choroides pourraient étre impliqués dans des processus

physiologiques de signalisation et dans la détoxification des produits du stress oxydant.

Au cours de ce travail, nous avons démontré que l'expression élevée des Gpx
choroidiennes est bien corrélée a une remarquable capacité de détoxification d’H,O; des
plexus choroides isolés vivants chez le rat. Cependant, la catalase et les peroxyrédoxines
sont ¢galement capables de réduire I’H>0O». La catalase peut participer a la détoxification
d’H>0s, en particulier dans le peroxysome. Cette enzyme présente toutefois une affinité
pour I’H>0; nettement moins forte que les GPX (K catatase = ~1 M) (Jones & Suggett,
1968). Les peroxyrédoxines interviennent plutdt dans la détection du statut redox de la
cellule que dans la détoxification d’H>Ox. Il est peu probable que les peroxyrédoxines
aient pu participer a D’activité peroxydase GSH-dépendante mesurée dans les plexus
choroides étant donné que les peroxyrédoxines n’utilisent pas le GSH comme cosubstrat
et ont une constante catalytique inférieure de trois ordres de grandeur a celle des GPX
(Hofmann et al., 2002; Saccoccia et al., 2014). Notre travail a montré que les GPX sont
les principales enzymes impliquées dans ’inactivation choroidienne d’H>O2 pour des

concentrations allant jusqu'a 250 pM.

L’importante capacité choroidienne de détoxification des hydroperoxydes peut avoir
plusieurs fonctions.

Premiérement, l'activité peroxydase peut permettre la protection du plexus choroide
lui-méme envers le stress oxydant produit in situ. Les cellules épithéliales
choroidiennes ont en effet une demande énergétique élevée liée a leur importante activité

métabolique. Par exemple, ces cellules maintiennent 1’étanchéité de la barriere sang-LCR,
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sécretent le LCR, synthétisent et sécrétent des polypeptides impliqués dans le
développement du cerveau et la régulation neuroimmune, et possédent de multiples
processus de transport dépendants de I'ATP (Ghersi-Egea, Strazielle, et al., 2018). Les
cellules épithéliales choroidiennes possédent un nombre élevé de mitochondries qui leur
permet de répondre a ces besoins énergétiques importants (Cornford et al., 1997); la
phosphorylation oxydative génere cependant des quantités importantes d’H>O2 et d’Oz™.
Les GPX choroidiennes pourraient intervenir dans 1’élimination de ces ERO. In vitro,
l'exposition des cellules épithéliales choroidiennes a des taux ¢élevés d'H>O» (Xiang et al.,
2012), ou a un taux modéré d'H>O» en présence d'un inhibiteur des GPX (nos données),
induit une altération de I'étanchéit¢ de la barriere sang-LCR. Le contréle de la
concentration en H>O> dans les cellules épithéliales choroidiennes est donc essentiel au
maintien de 1’intégrité de la barriere sang-LCR. Les GPX choroidiennes sont également
capables d’empécher la propagation de la peroxydation lipidique et la formation de sous-
produits toxiques (e.g. malondialdéhyde) (Ayala et al., 2014).

Deuxieémement, la forte capacit¢ d'inactivation d'H»,O, du tissu choroidien peut
participer a la terminaison du signal d'H;O: ou des hydroperoxydes lipidiques
lorsqu’ils sont libérés en conditions non-pathologiques. Pendant le développement du
cerveau, H>0O: est un médiateur de signalisation intra- et intercellulaire impliqué dans le
développement et la prolifération des cellules, le guidage axonal, la transmission
synaptique GABAergique, et dans la régulation de la mort cellulaire par contréle des
processus redox cellulaires (Avshalumov et al., 2003; Bienert et al., 2006; Gauron et al.,
2016; Safiulina et al., 2006). La diffusion ou le drainage des hydroperoxydes dans le LCR
a partir du liquide interstitiel cérébral, couplés a leurs inactivations par les plexus
choroide, peuvent participer au contrdle des niveaux extracellulaires d’hydroperoxydes.
Au cours du développement cérébral, cette fonction choroidienne peut étre essentielle car
les capacités réductrices des cellules gliales ne sont pas encore pleinement fonctionnelles
et le volume occupé par le LCR dans la cavité cranienne est proportionnellement plus
¢levé que chez ’adulte (Ghersi-Egea et al., 2015).

Troisiemement, la capacité des GPX choroidiennes a inactiver les hydroperoxydes
représente un mécanisme puissant de neuroprotection contre le stress oxydant central.

Le stress oxydant est une composante commune aux ¢éveénements oxydatifs,
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inflammatoires, infectieux ou toxiques. Les effets nocifs de I’exposition du cerveau en
développement a des concentrations supra-physiologiques d’H>O> ont été mis en
évidence dans diverses pathologies. Les personnes atteintes du syndrome de Down
souffrent trés tot d'un stress oxydant excessif (H20:) 1i€ a une suractivité de la superoxyde
dismutase (Muchova et al., 2014). Chez les nouveau-nés ayant souffert d’asphyxie, la
survenue d'une encéphalopathie est plus fréquente lorsque les taux d'hydroperoxydes dans
le LCR sont élevés (Hussein et al., 2010). Les taux d’ERO, y compris H2O», sont élevés
dans le LCR des nouveau-nés et des enfants souffrant de méningites bactériennes aigués
; les patients ayant les taux les plus €élevés d’H>O» dans le LCR sont plus susceptibles de
développer des séquelles neurologiques (Jain et al., 2000). Des expérimentations réalisées
ex vivo chez le rat ont montré que ’H>O» généré au cours d’une infection bactérienne
pouvait entrainer des modifications de I’épendyme bordant les ventricules cérébraux
comme une inhibition de P’activité ciliaire (Hirst et al., 2000). Cette inhibition peut
affecter la maturation du systeéme ventriculaire et étre nuisible aux progéniteurs neuraux
présents dans les régions sous-épendymaires et contribuant a la gliogenese et a la
neurogenese au cours du développement. En réduisant la concentration d’H>O» dans les
liquides cérébraux sous son niveau toxique, les plexus choroides contribuent a limiter les
dommages cérébraux induits par cette ERO lors des phénomeénes inflammatoires,
infectieux ou hypoxiques, ou lors de I'exposition a un médicament ou un toxique au cours

de la période périnatale.

Peu d'é¢tudes ont mesuré expérimentalement la concentration d’H>O> dans les liquides
cérébraux au cours de stress oxydants, inflammatoires ou infectieux. La microdialyse a
¢été utilisée pour mesurer in vivo 1I’évolution de la concentration en H>O» dans le striatum
chez le rat et la gerbille adultes au cours d’un épisode d'ischémie-reperfusion (Hyslop et
al., 1995; Lei et al., 1998). Chez le rat, la concentration basale d’H>O» est de ~ 20 uM et
augmente a ~ 70-120 uM apres un épisode ischémique de 30 min suivi de 30 min de
reperfusion (Hyslop et al., 1995). Chez la gerbille, la concentration basale d’H20- est de
~ 1-2 uM et double apres un épisode ischémique de 5 min suivi de 10 min de reperfusion
(Lei et al., 1998). Chez l'homme, les concentrations d’H>O> mesurées dans des
prélévements de LCR au cours de pathologies pédiatriques sont de 1'ordre de plusieurs

dizaines de micromolaires (Jain et al., 2000). Ces données, relativement limitées,
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suggerent que I’intervalle de concentration en H>O> dans lequel les GPX choroidiennes
sont les plus efficaces (moins de 250 pM) est pertinent avec les niveaux
physiopathologiques d’H20» libérés dans les liquides cérébraux lors d’un évenement
pathologique postnatal. Le seuil de concentration au-dessus duquel 1’H>O: devient
toxique in vivo n'est pas connu. Une concentration d’H20> de 1’ordre de ~ 50 uM est
toxique pour les cellules nerveuses in vitro (Glilden et al., 2010) ; in vivo, les effets
neurotoxiques médiés par H>O» sont susceptibles de se produire a des concentrations plus
faibles en raison de la génération du radical hydroxyle -OH. Ce radical, hautement réactif,
est formé en présence d’ion ferrique par la réaction non-enzymatique de Fenton, qui peut

se produire dans le LCR (Spasojevi¢ et al., 2010).

Le sang véhicule par ailleurs de faibles quantités d’H>O» (Forman et al., 2016;
Halliwell et al., 2000) ; divers stress périphériques peuvent augmenter les niveaux
d'hydroperoxydes dans le plasma. Les nourrissons atteints de sepsis présentent des
concentrations sanguines en H>O> de ~ 35 uM ; ces concentrations sont plus de six fois
supérieures a celles mesurées chez des nourrissons en bonne santé (Pherwani et al., 1999).
Au cours de ce travail, nous avons montré que I'épithélium choroidien forme une barriere
enzymatique empéchant la diffusion de ’'H2O2 véhiculé par le sang dans le LCR et plus
largement dans le cerveau. Cette barriére enzymatique pourrait avoir un rdle
particulierement important au cours du développement, car les plexus choroides sont alors
une voie d’entrée majeure dans le cerveau pour les molécules circulant dans le sang

(Ghersi-Egea, Saudrais, et al., 2018).

La comparaison des parametres cinétiques régissant 1’é¢limination d’H.O» Gpx-
dépendante dans les cellules vivantes et dans les homogénats tissulaires indique que la
perméabilité a H>O> de la membrane des cellules épithéliales choroidienne est 1'étape
limitant son ¢limination. Le mécanisme par lequel H>O; traverse la membrane des cellules
épithéliales reste a déterminer. L’H>O» pourrait traverser la membrane plasmique par
simple diffusion ou par diffusion facilitée a I’aide de protéines canaux de la superfamille
des AQP comme I’AQP1 (Bienert & Chaumont, 2014; Bienert et al., 2006). Le canal
AQPI participe au transport de l'eau au cours de la sécrétion du LCR (Praetorius &

Damkier, 2017). L'AQP1 est localisée sur la membrane apicale des cellules épithéliales
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choroidiennes et, en moindre mesure, sur la membrane basolatérale (Praetorius &
Damkier, 2017). Au cours de nos essais, aucune différence dans le taux d’inactivation
d’H»0O> n’a été observée entre les conditions d'exposition apicale et basolatérale. Ce
résultat suggere que la diffusion simple plutot que la diffusion facilitée AQP1-dépendante

permet le passage de ’H>O» extracellulaire au compartiment intracellulaire.

En conclusion, ce travail a permis d’identifier les plexus choroides comme des sites
majeurs d'inactivation des hydroperoxydes dans le cerveau pendant la période postnatale,
et a montré que les GPX sont les principales enzymes responsables de cette inactivation.
L’importante activité peroxydase choroidienne est un élément de la barriére enzymatique
choroidienne. Cette barriere enzymatique est efficace des les stades précoces de
développement postnatal et pourrait donc avoir un réle prépondérant dans l'inactivation
des niveaux supra-physiologiques d'hydroperoxydes générés lors d’évenements
pathologiques péri- et postnataux. Les GPX choroidiennes semblent également
essentielles au maintien de I’intégrité de la barriere sang-LCR, en détoxifiant les ERO

produites par le métabolisme basal de cette interface hautement énergétique.
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2. Glutathion transférases choroidiennes : protection de
I’environnement liquidien cérébral envers les xénobiotiques

circulant dans le sang au cours de la période perinatale

2.1. Résultats

2.1.1. Description du systéme de détoxification choroidien dépendant des

glutathion transférases

2.1.1.1. Activités enzymatiques

L’activité spécifique Gst envers le MCB a ét€¢ mesurée dans les tissus cérébraux et par
comparaison dans le foie chez le rat a différents stades de développement (Figure 43). Le
MCB est un substrat commun a 1I’ensemble des isoenzymes de Gst impliquées dans la

détoxification des xénobiotiques (Eklund et al., 2002; Hayes et al., 2005).

Le foie est I’organe de référence en termes de métabolisme enzymatique. Au stade P2,
Pactivité Gst hépatique est de 6,3 + 0,3 nmol-min!-mg de protéines' (moyenne + SE),
soit quatre fois inférieure a ’activité Gst mesurée a P35. Cette augmentation importante
de l’activité Gst hépatique au cours du développement postnatal indique une relative
immaturitt du foie a la naissance chez le rat. Chez [’adulte, I’activité Gst

atteint 32,4 + 2,6 nmol-min’!-mg de protéines™! (moyenne + SE) chez les males.

Au stade P2, 'activité spécifique Gst choroidienne est déja élevée dans les deux types
de plexus choroides, et est huit a dix fois supérieure a I’activité mesurée dans le cortex
cérébral. Entre les stades P2 et P35, I’activité Gst mesurée dans les plexus choroides des
ventricules latéraux diminue progressivement, pour atteindre 3,4 + 0,1 nmol-min’'-mg de
protéines! (moyenne + SE) ; cette activité se maintient ensuite chez ’adulte. Entre les
stades P2 et adulte, I’activité Gst mesurée dans le plexus choroide du 4°™ ventricule est
stable (~ 8 nmol-min"!-mg de protéines') et reste significativement supérieure a I’activité

mesurée dans le cortex cérébral.
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Figure 43 | Activités glutathion transférases dans les tissus cérébraux et dans le foie chez le
rat au cours du développement postnatal.

L’activité spécifique glutathion transférase (Gst) envers le monochlorobimane a été mesurée dans
des homogénats de foie (A) et de tissus cérébraux (B) préparés a partir de rats de 2, 7 ou 35 jours
postnatal et d’adultes. Les animaux n’ont pas été sexés avant le sevrage ; apres le sevrage (stades
35 jours postnatal et adulte), les analyses ont été réalisées sur des males uniquement. L’activité
spécifique Gst est exprimée sous forme de moyenne + SE (N = 4-8).

s

“p <0,001 : statistiquement différent de I’activité mesurée dans le cortex cérébral au méme stade
de développement, one-way ANOVA suivi d’une analyse post-hoc Tukey-Kramer. ’p < 0,05,
$¥3p < 0,001 : statistiquement différent de I’activité mesurée dans le plexus choroide du 4™
ventricule au méme stade de développement, test t de Student bilatéral.

Abréviations : Ad : adulte, Cx : cortex cérébral, P2 : 2 jours postnatal, P7 : 7 jours postnatal, P35 :
35 jours postnatal, PC4V : plexus choroide du 4°™ ventricule, PCVL : plexus choroides des

ventricules latéraux.

Une étude de compétition réalisée avec I’aide d’Ouliana Barnéoud-Rousset, étudiante
EPHE, montre par ailleurs que les Gst choroidiennes sont capables de prendre en charge
de nombreux substrats (Tableau 13). Ces résultats suggerent que 1’activité Gst mesurée

dans les plexus choroides est générée par plusieurs isoenzymes.
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Tableau 13 | Inhibition de D’activité glutathion transférase choroidienne envers le 1,2-
dichloro-4-nitrobenzéne en présence de toxiques environnementaux et de molécules
pharmacologiques.

Substrat potentiel Concentration Pourcentage d’inhibition

Concentration | dusubstratde

(M) référence (LM)
Acide éthacrynique 5 200 91,7+1,5 81,2+49
Bromosulfophtaléine 40 200 72,0 £3,5 73,3 +3,8
Ménadione 80 200 412+7.4 50,0 £ 19,5
Monochlorobimane 200 200 77,7 +1,5 82,7 +2,1
Chlorambucile 200 200 83,5+£3.8 84,6 £2,7
Benzyl-isothiocyanate 500 200 84,7 +3,2 79,5+ 6,7
Sulforaphane 200 50 26,7+5,5 19,5+6,2
Trans-4-phenyl-3-butén-2-one 500 50 58,1 £7,0 53,5+6,9
Acroléine 500 50 53,4£10,1 48,4 +£10,3
Cisplatine 500 50 41,5+9,3 27,7+10,3

Les substrats potentiels des glutathion transférases (Gst) incluent des médicaments (vert), des
compléments alimentaires et des agents aromatisants (bleu), des produits extraits de plantes
(marron), et des polluants environnementaux (rouge). Le 1,2-dichloro-4-nitrobenzéne (CDNB) a
été utilisé comme substrat de référence dans ces essais de compétition ; ¢’est un substrat commun
a ’ensemble des isoenzymes de Gst impliquées dans la détoxification des xénobiotiques. La
concentration de ce substrat de référence a été fixée a 200 pM. Lorsqu’un composé ne générait
qu’une faible inhibition, la concentration du CDNB a été baissée a 50 uM pour augmenter I’action
inhibitrice du composé.

Les résultats sont exprimés en moyenne + SD (N =3 a 4, a partir de différents pools de plexus
choroides).

En absence d’inhibiteur, les activités spécifiques Gst mesurées dans les plexus choroides des
ventricules latéraux étaient de 96 + 22 nmol-min'-mg de protéines™ et 54 + 10 nmol-min'-mg de
protéines” pour 200 uM et 50 uM de CDNB respectivement. Dans les mémes conditions, les
activités spécifiques Gst mesurées dans le plexus choroide du 4°™ ventricule étaient de
87 + 15 nmol-min"'-mg de protéines™ et 48 + 10 nmol-min"'-mg de protéines” (moyenne + SD,
N=3). Les échantillons tissulaires ont été prélevés sur des animaux de 2 jours postnatal.
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2.1.1.2. Expressions protéiques des isoenzymes de glutathion transférases
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Figure 44 | Analyse par Western-blot de I’expression protéique de différentes sous-unités de
glutathion transférase dans les tissus cerébraux et dans le foie chez le rat au cours du
développement postnatal.

Les tissus ont été isolés a partir d’animaux de 2 (A, C, D) et 9 jours (B) postnatal. A. La sous-
unité Gstm1/2 est exprimée de fagon importante dans les deux types de plexus choroides, dans le
cortex cérébral et dans le foie. L anticorps utilisé ne permet pas de distinguer les sous-unités
Gstm1 et m2. B. La sous-unité¢ Gstm5 est exprimée au méme niveau dans les deux types de plexus
choroides. L expression de Gstm5 détectée dans les tissus choroidiens est bien supérieure a celle
détectée dans le cortex cérébral et dans le foie. C. La sous-unité Gsta3 est abondante dans le tissu
choroidien en comparaison du cortex cérébral. Cette sous-unité est également bien exprimée dans
le foie. D. La sous-unité Gstpl est abondante dans le tissu choroidien en comparaison du cortex
cérébral et du foie.Toutes les analyses Western-blot ont été répétées sur 2 lots d’échantillons
différents.

Abréviations : Cx : cortex cérébral, MW : marqueurs de poids moléculaires (molecular weight),

PC4V : plexus choroide du 4°™ ventricule, PCVL : plexus choroides des ventricules latéraux.
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Afin de déterminer les isoenzymes de Gst responsables de I’importante activité Gst
choroidienne au stade périnatal, nous avons étudié I’expression protéique de différentes

sous-unités de Gst par Western-blot.

L’expression protéique des sous-unités Gstml, m2, mS5, a3 et pl dans les tissus
choroidiens aux stades précoces de développement a été démontrée par Western-blot
(Figure 44). Ces sous-unités présentent une expression protéique plus importante dans
les plexus choroides que dans le cortex cérébral. L’expression protéique choroidienne de
ces sous-unités est également supérieure a I’expression hépatique, a 1’exception de la
sous-unité Gsta3. La Gstm5 ne présente pas de différence d’expression protéique entre

les plexus choroides des ventricules latéraux et du 4™ ventricule.

Ces résultats suggerent que I’importante activité de conjugaison mesurée dans les
plexus choroides au cours du développement postnatal peut Etre catalysée par les

isoenzymes Gstm1-1, m2-2, a3-3 et p1-1.

2.1.2. Efficacité du systéme de détoxification choroidien dépendant des
glutathion transférases

2.1.2.1. Perméabilité de la barriere sang — liquide céphalorachidien
choroidienne au monochlorobimane in vitro

Des travaux préliminaires réalisés au sein du laboratoire par Kati Monkkonen et Ingrid
Kratzer ont montré que les plexus choroides d’animaux en développement présentaient
une activité Gst envers le MCB ex vivo. Cette activité était localisée au niveau des cellules
¢épithéliales choroidiennes, et le conjugué au GSH formé semblait excrété au podle

basolatéral de ces cellules.

L’activit¢ Gst choroidienne étant localisée au niveau des cellules épithéliales
choroidiennes, nous avons utilis¢ un modele cellulaire de la barriére sang-LCR
choroidienne pour étudier ’activité de conjugaison des Gst choroidiennes, et caractériser
I’excrétion des conjugués au GSH formés. Les caractéristiques de ce modele sont

détaillées dans la partie Résultats §1.1.2.2 et dans la Figure 32. En particulier, les cellules
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en culture conservent I’importante activité Gst mesurée sur les homogénats de plexus

choroides (Strazielle & Ghersi-Egea, 1999; Strazielle & Preston, 2003).
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Figure 45 | Les cellules épithéliales choroidiennes en culture forment une barriére prévenant
le passage du monochlorobimane du compartiment basolatéral au compartiment apical.

A. Illustration du modg¢le cellulaire bicompartimental permettant I’étude de la perméabilité de la
barriere sang — liquide céphalorachidien (LCR) au monochlorobimane (MCB). Les cellules sont
exposées au MCB (5 ou 50 uM) par leur p6le basolatéral. L’évolution de la concentration du MCB
dans le compartiment accepteur (apical) est mesurée par chromatographie liquide a haute

performance.

B. Lorsque les cellules sont exposées a une concentration de 5 uM de MCB (ligne continue), le
passage du MCB dans le compartiment apical est nul pendant 30 min, puis reste faible ensuite.
Lorsque les cellules sont exposées a une concentration de 50 uM de MCB (ligne pointillée), I’ effet
barriére ne dure que 10 min ; la clairance du MCB augmente ensuite de fagon importante.

Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne £+ SE (N=4).

Nous avons d'abord étudié la capacité des cellules épithéliales choroidiennes en culture
a limiter le passage d’un substrat des GST, le MCB, du compartiment basolatéral au
compartiment apical (Figure 45). Lorsque les cellules sont exposées a une concentration
de 5 uM de MCB, la diffusion de ce composé¢ a travers I’épithélium choroidien est nulle
durant les 30 premieres minutes de I’exposition puis reste trés faible. Pendant toute la
durée de I’expérimentation (60 min), la clairance du MCB est en effet inférieure a la
clairance du  saccharose, marqueur de la  perméabilit¢  paracellulaire

(Pe = 0,43 £ 0,01 pL-min”'-cm™, moyenne + SE). Ce résultat suggére que 1’épithélium
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choroidien forme une barriere enzymatique qui prévient le passage du MCB du
compartiment basolatéral au compartiment apical en le conjuguant. Lorsque les cellules
sont exposées a une concentration de 50 uM de MCB, I’effet barri¢re est annulé apres

une dizaine de minutes.
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Figure 46 | Les cellules épithéliales choroidiennes en culture forment une barriére
enzymatique.

A. Illustration du modéle cellulaire bicompartimental permettant 1’étude de I’excrétion du
monochlorobimane conjugué au glutathion (GS-MCB) par barriere sang — liquide
céphalorachidien (LCR) choroidienne. Les cellules sont exposées au monochlorobimane (MCB,
5 uM, 30 min) par leur pole basolatéral, avec ou sans préincubation avec du probénécide (3 mM).
L’apparition du GS-MCB dans les compartiments apical, basolatéral et intracellulaire est mesurée

par spectrofluorimétrie.

B. En présence de MCB (barres bleu foncé), les cellules épithéliales en culture produisent du GS-
MCB qui est trés majoritairement excrété dans le compartiment basolatéral. Le GS-MCB n’est
pas détecté dans le compartiment intracellulaire. Lorsque les cellules sont préincubées avec du
probénécide avant d’étre exposées au MCB (barres bleu clair), 1’excrétion du GS-MCB est
fortement réduite aux poles apical et basolatéral, et le GS-MCB s’accumule dans le compartiment
intracellulaire. Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne = SE (N=4). Ces résultats sont
représentatifs de trois expérimentations réalisées avec des préparations cellulaires différentes. **
p <0,01,***p<0,001 : test t de Student unilatéral pour variances inégales.

Abréviations : nd : non détecté.

Afin de confirmer que 1’épithélium choroidien forme une barriére au passage du MCB
par un mécanisme de conjugaison au GSH, nous avons mesur¢ les taux de GS-MCB par

spectrofluorimétrie dans les compartiments apical et basolatéral ainsi que dans les cellules
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épithéliales apres 30 min d’exposition au MCB (5 uM) (Figure 464). Le GS-MCB est
bien produit par les cellules épithéliales choroidiennes et est excrété dans les
compartiments apical et basolatéral ; I’excrétion du GS-MCB est dix fois plus importante
a la membrane basolatérale (Figure 46B). La concentration intracellulaire en GS-MCB
est inférieure a la limite de détection. Lorsque les cellules sont exposées a 50 uM de
MCB, I’excrétion du GS-MCB est fortement augmentée et reste polarisée vers le
compartiment basolatéral. Lorsque les cellules sont prétraitées avec le probénécide,
inhibiteur des transporteurs d’anions organiques, I’excrétion du conjugué diminue de
facon importante aux membranes apicale et basolatérale, et la concentration
intracellulaire augmente (Figure 46B). Collectivement, ces résultats confirment que les
Gst sont impliquées dans I’effet barriere observé envers le MCB et indiquent que le
mécanisme d’excrétion du GS-MCB, a forte capacité, implique des transporteurs d’anions

organiques aux deux membranes.

2.1.2.1. Perméabilité de la barriere sang — liquide céphalorachidien
choroidienne au chlorodinitrobenzene in vivo

L’efficacité des Gst choroidiennes a protéger le LCR des xénobiotiques circulant dans
le sang au cours de la période postnatale a ensuite été étudiée in vivo chez le rat. Pour
cela, la perméabilité sang-LCR au CDNB a ét¢ mesurée chez des ratons présentant une

capacité choroidienne de conjugaison au GSH normale ou réduite.

Le CDNB est un substrat commun a I’ensemble des isoenzymes de Gst détectées dans
les plexus choroides. Comparé au MCB, le CDNB a I’avantage de pouvoir étre facilement
dosé¢ dans les fluides biologiques (CLHP), et d’étre soluble a haute concentration.
L’utilisation du CDNB a haute concentration (500 uM) permet d’approcher la capacité

maximale de conjugaison au GSH de la barri¢re sang-LCR.
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Figure 47 | Caractérisation des animaux ayant une diminution de la quantité de glutathion
réduit choroidien.

A. Niveaux tissulaires de glutathion réduit (GSH) chez les animaux traités avec le DL-buthionine-
(S,R)-sulfoximine (BSO). Le tissu choroidien est appauvri de plus de 90 % en GSH alors que les
autres tissus cérébraux étudiés ne sont appauvris que de 65 a 70 %. La quantité de GSH a été
calculée en uM-mg de tissu et est exprimée en pourcentage par rapport a la valeur mesurée sur
les animaux controles (traités avec le véhicule) (moyenne + SE, (N)). p < 0,05, “"p < 0,01, "p <
0,001 : statistiquement différent de la quantit¢é de GSH mesurée dans les tissus des animaux
controles, test t de Student bilatéral. **p < 0,01 : statistiquement différent de la quantité de GSH

mesurée dans le cortex cérébral, I’hypothalamus et le pons, test t de Student bilatéral.

B. Evolution du poids des animaux aprés traitement au BSO. Le traitement est initié a Ty chez des
animaux de deux jours postnatal ; il comporte trois injections de BSO ou de véhicule (animaux

contréles). Les animaux sont sacrifiés 4h aprés la derniére injection (T-2sn). Le poids des animaux
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est exprimé en pourcentage du poids mesuré a Ty (moyenne = SE, N= 6). Aucune différence n’a

¢été observée entre les deux groupes d’animaux.

C. Activités spécifiques Gst mesurées envers le 1-chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB) dans des
homogeénats tissulaires prélevés sur des animaux contrdles (bleu) ou traités avec le BSO (verf)
(moyenne £ SE, N=3). Le traitement avec le BSO ne modifie pas I’activité spécifique Gst.

D. Constante de perméabilité¢ sang — liquide céphalorachidien (Ki,cr) et constante apparente de
perméabilité sang — cortex cérébral (App Kincx) au ['*C]-saccharose chez les animaux contrdles
(bleu) et traités avec le BSO (verf) (moyenne £ SE, N=5). Le traitement au BSO ne modifie pas
la perméabilité au ['*C]-saccharose, ce qui indique que I’intégrité des interfaces sang-cerveau et
sang — liquide céphalorachidien est préservée.

Abréviations : BSO : DL-buthionine-(S,R)-sulfoximine, Cx : cortex cérébral, GSH : glutathion
réduit, Gst : glutathion transférases, Hyp : hypothalamus, LCR : liquide céphalorachidien, PC4V :
plexus choroide du 4°™ ventricule, PCVL : plexus choroides des ventricules latéraux.

Les animaux fonctionnellement inhibés pour I’activité Gst choroidienne ont été
obtenus par trois injections intrapéritonéales de BSO réparties sur 2 jours (cf Matériels &
Meéthodes §1.2.3). Le BSO inhibe sélectivement la y-glutamylcystéine synthétase qui
catalyse la premicre étape, limitante, de la synthése du GSH (Rae & Williams, 2017).
Quatre heures apres la derniére injection, la quantité de GSH dans la barriere sang-LCR
choroidienne est réduite de 92 %, contre 60 a 65 % dans les autres structures cérébrales
¢tudiées (Figure 47A). Les Gst choroidiennes sont donc dans I’incapacité de fonctionner
(KO fonctionnel). Ce traitement n’induit aucune toxicité apparente : ni le comportement
alimentaire ni 1’évolution pondérale des animaux ne sont modifiés (Figure 47B). Ce
traitement n’altére pas 1’activité Gst intrinseéque des tissus cérébraux (Figure 47C). Enfin,
le traitement avec le BSO n’altére pas 1’intégrité des interfaces sang-cerveau étant donné
que les constantes de perméabilité sang-LCR et sang — cortex cérébral du saccharose sont

identiques chez les animaux traités et controles (Figure 47D).

Quatre heures apres la derniere injection de BSO ou de véhicule, les animaux ont été
exposés au CDNB par perfusion intracardiaque puis du LCR a été prélevé dans la cisterna
magna. Le protocole de perfusion intracardiaque n’altére pas la morphologie des plexus
choroides, qui a été observée sur des coupes de cerveau avec des marquages hématoxyline
et phloxine, et un immunomarquage de la Cldnl. Chez les animaux contrdles, le CDNB

n’est pas détecté dans le LCR lorsque la concentration en CDNB dans le perfusat est
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inférieur ou égale a 200 uM, et est détecté a faible niveau lorsque la concentration en
CDNB dans le perfusat est de 500 uM (Figure 48). En supposant que la concentration
plasmatique en CDNB augmente linéairement de 0 a 500 uM au cours des 5 min de
perfusion chez ces animaux contrdles, la constante de perméabilité sang-LCR du CDNB
Kin Lcr serait de 0,3-107 min™! et donc largement inférieure a la constante de perméabilité
sang-LCR du saccharose utilisé comme marqueur polaire de I’intégrité de la barriere sang
— LCR (Figure 47). Chez les animaux ayant une quantit¢ de GSH choroidien réduite, le
passage du CDNB dans le LCR est beaucoup plus important : il est multiplié par 30
lorsque les animaux sont exposés a 500 uM de CDNB (Figure 48). Le traitement au BSO
ne modifie pas la concentration en CDNB du perfusat a la sortie de 1’oreillette cardiaque ;
I’augmentation du passage du CDNB dans le LCR chez les animaux traités avec le BSO
n’est donc pas due a un défaut de métabolisation périphérique du CDNB. Ces résultats
démontrent qu’une barriere enzymatique choroidienne dépendante du GSH contribue a
protéger 1’environnement cérébral des composés chimiques circulant dans le sang au

cours de la période postnatale.

Figure 48 | Efficacité de la barriére enzymatique

i h ** choroidienne dépendante du glutathion lors d’une
% 16 7 exposition toxique au 1,2-dichloro-4-nitrobenzéne
g 14 1 1) chez le rat au stade postnatal.

“23 12 1 Des rats de trois jours fonctionnellement inhibés pour
8 10 | I’activité Gst choroidienne (barres vertes) ou contdles
S 8 (barres bleues) ont ¢été exposés par perfusion
_S 5 . intracardiaque au 1,2-dichloro-4-nitrobenzéne (CDNB)
© ** a la concentration de 200 ou 500 uM. Aprés 5 min de
% 41 2 perfusion, la concentration du CDNB dans le liquide
g 2 - céphalorachidien (LCR) a ét¢é mesurée par
o 0 ® . (1|0—)'— . chromatographie liquide a haute performance.

200 pM 500 uM .
g g Les résultats sont exprimés en moyenne = SE (N).

“p < 0,01 : statistiquement différent de la concentration
en CDNB mesurée dans le LCR des animaux contrdles, test t de Student unilatéral pour variances
inégales.

Les rats fonctionnellement inhibés pour I’activité Gst choroidienne ont été obtenus par traitement
avec le DL-buthionine-(S,R)-sulfoximine (BSO) ; les animaux controles ont été traités avec le
véhicule.
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2.1.3. Induction des mécanismes de barriere choroidiens liés au glutathion

au cours de la période périnatale

2.1.3.1. Activité glutathion transférase

La capacité de trois molécules pharmacologiques (DMF, SF et DAS) a induire les
activités enzymatiques choroidiennes dépendantes du GSH au cours de la période
postnatale a été testée in vivo. Le DMF et le SF sont des activateurs de la voie NRF2
(Linker et al., 2011; Ping et al., 2010; Zhao et al., 2015). Le DAS est majoritairement
connu comme activateur de la voie CAR mais des expérimentations réalisées in vitro et
in vivo chez la souris Nrf2”~ ont montré qu’il peut également induire la voie NRF2 (Fisher
et al., 2007). Les études utilisant le DAS ont été réalisées en collaboration avec Liam

Koehn, étudiant en thése a 1’Université de Melbourne.

Les animaux ont été traités avec du DMF, du SF ou du DAS selon des schémas
d’administration déterminés par des expérimentations préliminaires (DMF, SF) ou
adaptés de la littérature (DAS) ayant permis d’activer les enzymes du foie (Figure 494).
Les animaux contrdles ont été traités avec le véhicule (DMF, SF) ou n’ont pas été traités
(DAS) (cf Matériels et Méthodes ¢§1.2.1). Dix-huit heures aprés la dernicre
administration, des échantillons de tissus choroidiens et de foie (DAS) ont été préleveés

afin de réaliser des mesures d’activités enzymatiques.

Pour les quatre molécules testées, I’activité Gst a été mesurée dans les deux types de
plexus choroides (Figure 49B). Dans le plexus choroide du 4°™ ventricule, le DMF
double I’activité Gst : elle est de 4,6 + 0,1 nmol-min"'-mg de protéines™! chez les animaux
traités avec le véhicule, et de 9,3 + 2,7 nmol-min'-mg de protéines chez les animaux
traités avec le DMF (moyenne = SD, N = 4). Dans les plexus choroides des ventricules
latéraux, le DMF induit une légere augmentation de I’activité Gst statistiquement non
significative. Dans les conditions expérimentales utilisées, le SF n’induit pas les activités
Gst choroidiennes. Le DAS n’induit pas les activités Gst choroidiennes alors qu’il induit

I’activité hépatique de ~ 40 % (p = 0,012).
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Figure 49 | Effets de différentes molécules pharmacologiques sur P’activité spécifique
glutathion transférase choroidienne chez le rat au stade postnatal.

A. Schémas de traitement. Les animaux ont été traités par voie intrapéritonéale avec différentes
molécules pharmacologiques dans le but d’induire Dactivité glutathion transférase (Gst)
choroidienne. Les schémas de traitement, propres a chaque molécule, ont été déterminés a partir
des données de la littérature ou d’expérimentations préliminaires. Les schémas de traitment du
diméthylfumarate (DMF) et du sulforaphane (SF) comprennent une injection intrapéritonéale
unique, réalisée a deux jours postnatal (P2). Le schéma de traitement du diallyl sulfide (DAS)
comprend trois injections intrapéritonéales, réalisées a P1, P2 et P3. Les animaux sont sacrifiés
18h apres la derniére injection. Les animaux contrdles ont été traités avec le véhicule (DMF, SF)
ou n’ont pas €té traités (DAS).

B. L’activité spécifique Gst envers le monochlorobimane a été mesurée dans des homogénats des
deux types de plexus choroides préparés a partir de rats P3 (DMF, SF) ou P4 (DAS). L’activité
spécifique Gst est exprimée sous forme de pourcentage par rapport a 1’activité mesurée chez les
animaux controles (moyenne = SD, N =4). “p < 0,005 : statistiquement différent de 1’activité
mesurée dans les plexus choroides des animaux controles, analyse ANOVA a un facteur suivie

d’un test de Dunnett.

Abréviations : PC4V : plexus choroide du 4°™ ventricule, PCVL : plexus choroides des

ventricules latéraux.
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2.1.3.2. Effets de I’induction des glutathion transférases choroidiennes par
le diméthylfumarate sur les propriétés de neuroprotection de la barriére sang
— liquide céphalorachidien choroidienne in vivo

Nous avons ensuite évalué I’effet de I’induction des Gst choroidiennes par le DMF sur
les propriétés de neuroprotection de la barriere sang-LCR au cours de la période
postnatale. Dix-huit heures aprés 1’administration du DMF ou du véhicule, les animaux
ont été exposés a 1 mM de CDNB par perfusion intracardiaque puis du LCR a été prélevé
dans la cisterna magna. Cette concentration en CDNB mime une exposition toxique : a
partir de la concentration initiale de 200 uM dans le perfusat, les propriétés de
détoxification de la barriere sang-LCR choroidienne sont proches de la saturation, elles
sont dépassées a 1 mM. Le CDNB est alors détecté dans le LCR (Figure 48). Afin que
I’apport en GSH ne soit pas I’¢lément limitant dans cette étude, le perfusat a été enrichi

en acides aminés précurseurs du GSH a des concentrations physiologiques.

Figure 50| Effet du diméthylfumarate sur Ila
perméabilité de la barriére enzymatique choroidienne
au 1,2-dichloro-4-nitrobenzéne chez le rat au stade
postnatal.
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Des rats de 3 jours traités avec du diméthylfumarate (DMF)
ou avec le véhicule ont été exposés par perfusion
0 intracardiaque au 1,2-dichloro-4-nitrobenzéne (CDNB) a
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une concentration de 1 mM. Aprés 5 min de perfusion, la

Concentration en CDNB
(% du controéle)

concentration du CDNB dans le liquide céphalorachidien
(LCR) a été mesurée par chromatographie liquide a haute

0 . . performance.

o\&“ Les résultats sont exprimés en moyenne + SD
(N=6).""p<0,005: statistiquement différent de la
concentration en CDNB mesurée dans le LCR des animaux

controles, test de Mann Whitney.

Abréviations : Ctrl : contoles (traités avec le véhicule).

Chez les animaux controles perfusés avec 1 mM de CDNB pendant 5 min, la
concentration de CDNB dans le LCR est de 30,0 £ 10,0 uM (moyenne + SD, N=6
animaux issus de deux portées différentes). Les concentrations de CDNB mesurées dans

le LCR sont proches au sein d’'une méme portée, mais différent de fagon importante d’une
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portée a I’autre, ce qui explique I’écart-type observé. Afin de faciliter I’interprétation des
résultats, la concentration de CDNB dans le LCR des animaux traités avec le DMF est
exprimé en pourcentage de la concentration mesurée dans le LCR des animaux contrdles
issus de la méme portée (Figure 50). Le passage du CDNB dans le LCR est réduit de plus
de 40 % lorsque les animaux ont été traités avec le DMF. Ce résultat démontre que
I’induction des Gst choroidiennes permet de renforcer la barriere enzymatique
choroidienne dépendante du GSH au cours de la période postnatale.
2.1.3.3. Implication de la voie du Nuclear factor erytroid-2-related factor 2

dans I’induction des glutathion transférases choroidiennes par le
diméthylfumarate

Le DMF est connu pour activer la voie du facteur de transcription NRF2. Ce facteur
de transcription pourrait étre impliqué dans les effets neuroprotecteurs du DMF envers

les xénobiotiques circulants dans le sang précédemment décrits.

Nous avons tout d’abord démontré par Western-blot que le facteur Nrf2 est bien

exprimé dans les plexus choroides de 1’animal en développement (Figure 51).

Figure 51 | Analyse par Western-blot de I’expression protéique du
Nuclear factor erytroid-2-related factor 2 (Nrf2) dans les tissus

kDa Nrf2 choroidiens du rat au cours du développement postnatal.
. ‘ Les tissus choroidiens ont été isolés a partir d’animaux de 8§ jours
;32 }.—— postnatal. Un homogénat mixte de plexus choroides des ventricules
latéraux et du 4°™ ventricule a été préparé dans un homogénéiseur de
60 . type dounce (2 allers-retours avec le piston A et 8 allers-retours avec le
5ug piston B). Cet homogénat a été centrifugé 15 min a 1500 g (4°C) ; le
MW PevL surnageant a été prélevé et centrifugé 20 min a 20800 g (4°C). Le
PC+4V Western-blot a été réalisé sur le surnageant obtenu, enrichi en protéines

cytosoliques.

Abréviations : MW : poids moléculaires (molecular weight), PC4V : plexus choroides du 4°™
ventricule, PCLV : plexus choroide des ventricules latéraux.
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Figure 52 | Effet du diméthylfumarate sur la localisation cellulaire du Nuclear factor
erytroid-2-related factor 2 dans le plexus choroide du 4°™ ventricule chez le rat au cours du
développement postnatal.

Marquage du facteur nucléaire Nuclear factor erytroid-2-related factor 2 (Nrf2) par
immunohistofluorescence dans les plexus choroides du 4°™ ventricule du rat de 2 jours traité ou
non avec du sulforaphane (SF) ou du diméthylfumarate (DMF). Les animaux ont été sacrifiés
1h30 aprés ’administration intrapéritonéale des traitements pharmacologiques. Le marquage du
facteur Nrf2 est trés faiblement présent dans les noyaux des cellules épithéliales choroidiennes
des rats traités avec le véhicule NaCl/EtOH. Les mémes résultats ont été observés avec le véhicule
NaCl/DMSO (non présentés). La migration nucléaire du facteur Nrf2 est visible dans les noyaux
des cellules épithéliales choroidiennes des rats traités avec le DMF ou le SF. Quel que soit le
traitement, Nrf2 est trés peu présent dans les noyaux des cellules épendymaires (non présenté).
Le DAPI a été utilisé pour marquer les noyaux. Le contrdle négatif a été¢ obtenu en omettant

I’anticorps primaire.
Abréviations : Nu : noyau, Ep : épithélium choroidien.

Barre d’échelle 20 pm.

Pour étre actif, le facteur NRF2 doit migrer dans le noyau afin de pouvoir se fixer sur
la séquence ARE de ses genes cibles. Afin d’étudier la migration nucléaire de ce facteur
nucléaire, une analyse par immunohistofluorescence a été réalisée sur des coupes de
cerveau de rats P2 traités avec le DMF ou le véhicule et sacrifi¢ 1h30 apres

I’administration (Figure 52). L’immunohistofluorescence montre que le marquage de
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Nrf2 est ubiquitaire au sein du SNC, et relativement diffus dans les cellules chez les
animaux traités avec le véhicule. Le traitement au DMF induit une augmentation de la
localisation nucléaire du facteur Nrf2 dans la majorit¢ des cellules épithéliales
choroidiennes. Ce phénoméne n’est pas observé dans les cellules épendymaires. Il est a

noter que ce résultat est également observé chez les animaux traités avec le SF.
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2.2. Discussion

Au cours de ce travail, nous avons montré que les GST participent a la formation d’une
barri¢re enzymatique entre le sang et le LCR. Cette barriere enzymatique dépendante du
GSH, particulierement active au début du développement postnatal, empéche le passage
cérébral des composés toxiques circulant dans le sang. Nous avons ensuite démontré que
le DMF, connu pour induire la voie du facteur NRF2, peut renforcer les propriétés de
barriere de 1’épithélium choroidien en induisant les activités GST choroidiennes.

L’implication de la voie NRF2 dans ce phénomeéne nécessite d’€étre confirmée.

Les activités Gst mesurées dans des homogénats de tissus de rats a différents stades de
développement indiquent que, pendant la période postnatale, la capacité de conjugaison
au GSH des plexus choroides est importante. Dans les plexus choroides des ventricules
latéraux, cette activité est prés de trois fois supérieure a 1’activité mesurée chez le rat
adulte. Dans les plexus choroides des ventricules latéraux, I’activité Gst est stable au
cours du développement. Quel que soit le stade de développement, 1’activité Gst
choroidienne est particuliérement élevée par rapport a celle du tissu cérébral. Aux stades
précoces de développement postnatal, D’activit¢ Gst choroidienne est également
supérieure a l'activité mesurée dans le foie, organe de référence des processus de
détoxification (Gundert-Remy et al., 2014). Ces données concordent avec les résultats
d’une étude transcriptomique réalisée par Kati Monkkonen et Nathalie Strazielle au sein
du laboratoire : I’expression des Gstml, m2, m5, a3, et a4 est en effet plus importante
dans les plexus choroides que dans le cortex cérébral aux stades précoces de
développement postnatal chez le rat, et les Gstm1, m2, m5 et pI ont une expression plus
importante dans les tissus choroidiens que dans le tissu hépatique a ces stades de
développement. Ces données concordent également avec nos résultats de Western-blot,
qui montrent I’expression élevée de plusieurs sous-unités de Gst dans les plexus choroides
par rapport au cortex et au foie au cours du développement postnatal chez le rat. Les
travaux de Kati Monkkonen et Ingrid Kratzer ont par ailleurs permis de visualiser la
formation de conjugués au GSH au sein de plexus choroides isolés de rats P5 et ainsi
illustrer la fonctionnalité précoce de la voie de détoxification médiée par les Gst. Le KO

fonctionnel de I’activité choroidienne de conjugaison au GSH a ensuite démontré que
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I’importante activité Gst choroidienne formait une barriére enzymatique entre le sang et
le LCR efficace dés les stades précoces de développement postnatal, empéchant ainsi la
pénétration et I'accumulation de substrats des Gst dans le LCR. La perméabilité de la
barriere sang-LCR au CDNB, composé lipophile substrat des GST, est en effet inférieure
a celle du saccharose, composé polaire marqueur de I’intégrité de la barriere, chez les
animaux témoins. L’appauvrissement en GSH choroidien multiplie par trente la
perméabilité au CDNB, sans affecter I’intégrité de la barriére. La barriére enzymatique
formée par les GST est en outre couplée a I'excrétion polarisée des conjugués au GSH
formés au niveau de la membrane basolatérale de I'épithélium en vue de leur élimination
par la circulation sanguine choroidienne. La faible quantité de conjugués au GSH excrétés
au niveau de la membrane apicale de 1’épithélium choroidien pourrait étre ¢liminée du
SNC par la circulation du LCR. La puissante barriére enzymatique sang-LCR que nous
avons décrite chez le rat au stade postnatal devrait ¢galement étre efficace dans le cerveau
du nouveau-né chez I’homme. En effet, ’activité spécifique GST mesurée dans des tissus
choroidiens de foetus humains est largement supérieure a celle mesurée dans le
parenchyme cérébral des mémes individus, et est égale ou supérieure a celle mesurée dans

des tissus choroidiens de rats nouveau-nés (Ghersi-Egea et al., 2006).

Les GST forment une famille multigénique d’enzymes dont les membres présentent
des spécificités de substrats différentes, bien que partiellement chevauchantes. La
fonctionnalité des différentes isoenzymes Gst choroidiennes chez le rat au stade postnatal
a été évaluée en mesurant 1’inhibition de I’activité Gst envers le CDNB lorsqu’il est en
compétition avec des substrats plus ou moins spécifiques de certaines isoenzymes GST.
Par exemple, la bromosulfophtaléine et la trans-4-phényl-3-buteén-2-one sont des substrats
préférentiels des isoenzymes Gst Mu, le cisplatine est un substrat préférentiel de la
Gstpl-1, et 'acide étacrynique est un substrat préférentiel des Gstpl-1 et a4-4 chez le
rongeur (Hayes & Pulford, 1995; Nagar et al., 2015; Sano et al.,, 2002). L'acide
étacrynique et son conjugué au GSH sont aussi inhibiteurs d’autres isoenzymes Gst de
rat, en particulier les Gst Mu, avec des valeurs de Clso<5 uM (Ploemen et al., 1990).
L'acroléine est un substrat préférentiel des GST Pi alors que l'isothiocyanate de benzyle
est préférentiellement métabolisé par les isoenzymes GSTMI1-1 et P1-1 chez I’homme

(Berhane & Mannervik, 1990; Kolm et al., 1995). Notre étude de compétition a montré
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que la conjugaison au CDNB, substrat commun a I’ensemble des isoenzymes de GST,
¢tait partiellement ou totalement inhibée en présence de différents produits chimiques,
substrats plus ou moins spécifiques de certaines isoenzymes GST. Ces résultats indiquent
que plusieurs isoenzymes Gst sont actives dans les plexus choroides au début de la
période postnatale chez le rat, ce qui est cohérent avec les niveaux d'expressions
protéiques ¢élevés des sous-unités Gstml, m2, a3, a4 et pl mesurés dans les plexus
choroides du rat en développement. Il est intéressant de noter que le foie de 1’adulte,
extrémement performant dans son activité de conjugaison au GSH, présente ¢galement
un panel étendu d’isoenzymes GST. Pour I’ensemble des composés testés, 1’étude de
compétition n’a pas montré de différence majeure de niveau d'inhibition de la conjugaison
du CDNB entre les deux types de plexus choroides. Ces résultats indiquent que les
interfaces sang-LCR du cerveau antérieur et du cerveau postérieur présentent des spectres
de détoxification aux xénobiotiques similaires, ce qui est cohérent avec les résultats de
Western-blot. Ces interfaces peuvent métaboliser une large gamme de produits chimiques
non apparentés, y compris des médicaments ; des composés ¢électrophiles cytotoxiques,
cancérigénes ou génotoxiques issus d'attaques oxydatives ; des polluants
environnementaux ; ou des additifs alimentaires (7ableau 13). La barriere enzymatique
sang-LCR permet donc de prévenir le développement neural anormal induit par des
substances chimiques, et de réduire les risques de tumeurs périventriculaires et

méningées.

Pour étre pleinement efficaces, les GST travaillent en collaboration avec des systémes
d'efflux cellulaires capables d'exporter les conjugués au GSH hors des cellules
productrices. Certains conjugués au GSH étant inhibiteurs de GST, ces systémes d'efflux
peuvent méme régir la sensibilité des cellules aux substances toxiques (Paumi et al.,
2001). Nous avons montré que les conjugués au GSH formés au niveau intracellulaire
sont exportés hors les cellules épithéliales choroidiennes par un ou plusieurs
transporteur(s) d'anions organiques sensible(s) au probénécide. Le transporteur d'anions
organiques Slc21a5 et les transporteurs d’efflux Abccl et Abce4 sont capables de prendre
en charge les conjugués au GSH et sont présents au niveau de la membrane basolatérale
de 1'épithélium choroidien (B. Gao et al., 1999; Ghersi-Egea et al., 2006; Leggas et al.,
2004; Rao et al., 1999; Wijnholds et al., 2000); ces transporteurs participent probablement
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a la barriere enzymatique GSH-dépendante choroidienne. Par ailleurs, I'échangeur
glutamate-cystine X.™ exprimé dans les cellules épithéliales choroidiennes de ’homme et
du rongeur devrait favoriser la synthése de GSH de novo permettant de reconstituer en
permanence le pool intracellulaire de ce cofacteur essentiel (Burdo et al., 2006; Lee et al.,

2012).

Au cours de ce travail, nous avons également testé la capacité de plusieurs molécules
pharmacologiques connues pour activer la voie du facteur NRF2, & induire les activité
Gst choroidiennes chez le rat au cours du développement postnatal : le DMF, le SF et le
DAS (Dinkova-Kostova et al., 2017; Fisher et al., 2007; Linker et al., 2011). Le DMF est
une molécule thérapeutique utilisée dans le traitement de fond de la sclérose en plaque de
forme rémittente récurrente (Tecfidera®) et dans le traitement du psoriasis modéré ou
sévere (Skilarence®, Fumaderm®). Le SF et le DAS sont respectivement extraits des
végétaux cruciféres (e.g. brocolis, choux) et de 1’ail. Nous avons montré que le DMF a
une importante capacité d’induction de ’activité Gst choroidienne chez le rat au cours du
développement postnatal alors que le SF et le DAS n’induisent pas cette activité dans les
conditions expérimentales testées. L effet du DMF est limité au plexus choroide du 4™
ventricule. La différence de réponse au DMF entre les deux types de plexus choroides
pourrait étre due a I’induction spécifique de certaines isoenzymes de Gst non-exprimées
dans les plexus choroides des ventricules latéraux ; cette hypothése est cependant peu
probable étant donné les résultats obtenus par 1’étude de compétition et les analyses
Western-blot. L’induction des Gst choroidiennes dans les plexus choroides des
ventricules latéraux pourrait également étre masquée par la diminution concomitante de
lactivité Gst basale dans ce tissu. En effet, ’activité Gst du plexus choroides du 4m¢
ventricule est stable au cours du développement alors que 1’activité Gst des plexus
choroides des ventricules latéraux diminue de plus de 30 % entre le stade P2 et le stade
P7. Par ailleurs le plexus choroide du 4% ventricule bénéficie d’un débit sanguin
légerement plus élevé que les plexus choroides des ventricules latéraux et pourrait donc
avoir un acces plus important au DMF (Szmydynger-Chodobska et al., 1994). L’absence
d’induction de I’activité Gst choroidienne observée avec le traitement SF peut s expliquer
par la particularité du SF d’étre a la fois inducteur NRF2 et substrat des GST (7ableau

13). Une fois conjugué au GSH par les GST, le SF ne serait plus apte a interagir avec
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KEAPI, ce qui inhiberait I’activation de la voie NRF2 (Dinkova-Kostova et al., 2017).
Une ¢étude réalisée chez ’homme a ainsi montré qu’une alimentation riche en légumes
crucifeéres permettait d’induire 1’expression sérique des sous-unités GSTAT et A2, et que
cette induction était plus marquée chez les individus dépourvus de GSTT! et de GSTM1
(Navarro et al., 2009). Le SF est en particulier substrat des isoenzymes GSTM1-1 et
GSTP1-1 (Kolm et al., 1995), qui sont particulierement bien exprimées dans le plexus
choroide au cours du développement postnatal (Figure 44). Le DAS n’a pas d’effet sur
I’activité Gst des tissus cérébraux mais induit cependant 1’activité Gst hépatique chez le
rat nouveau-né. L’induction des activités Gst hépatique et pulmonaire par le DAS est par
ailleurs décrite chez le rat adulte (C.-Y. Ho et al., 2012). Ces résultats pourraient
s’expliquer par I’induction de certaines isoenzymes de Gst plus exprimées dans les tissus
hépatiques. Le schéma de traitement pourrait également ne pas étre adapté ; les réponses

hépatiques et choroidiennes pourraient étre décalées.

Nous avons ensuite montré in vivo que I’induction de I’activité Gst choroidienne
médiée par le DMF permet de renforcer les propriétés de barriere de 1’épithélium
choroidien envers des molécules toxiques substrats des Gst. Le traitement au DMF réduit
en effet de 40 % le passage du CDNB dans le LCR au cours d’une exposition toxique
(1 mM dans la perfusion intracardiaque). L’induction de 1’activité Gst choroidienne est
donc une stratégie thérapeutique pertinente dans le cadre d’une exposition majeure a des
composés toxiques substrats des GST. Cette stratégie est également intéressante dans le
cadre de pathologies périnatales altérant la capacité de détoxification basale de I’interface
sang-LCR choroidienne. Par exemple, I’exposition périnatale a des bactéries productrices
de méthylmercure chez la souris réduit I’activité Gst du cerveau antérieur, ce qui peut
sensibiliser le cerveau a d’autres stress toxiques (endogenes et exogeénes), et accentuer

I’effet toxique du méthylmercure (Ahmad, 2018).
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Figure 53 | Possibles mécanismes d’action du diméthylfumarate et voies de signalisation
intracellulaires impliquées.

Aprés administration par voie orale, la majorité du diméthylfumarate (DMF) est rapidement
métabolisée en monométhylfumarate (MMF). Dans certains modéles expérimentaux, le DMF et
le MMF ont montré des propriétés pharmacologiques distinctes.

Abréviations : ERK : extracellular signal-regulated kinase, ERO : espéres réactives de I’oxygene,
GSH : glutathion réduit, Gst: glutathion transférases, HCA2 : hydroxy-carboxylic acid receptor-
2, HIF-1a. : hypoxia-inductible factor I-alpha, HO-1: héme oxygénase, JAK : janus kinase,
Keapl : Kelch-like ECH-associated protein-1, NF-xB : nuclear factor-kappa B, Nrf2 : Nuclear
Factor (Erythroid-derived 2)-Like 2, STAT: signal transducers and activators of transcription.

Modifi¢ d’apres (Briick et al., 2018).

Le mécanisme d’action du DMF sur I’activité Gst choroidienne nécessite encore d’étre
caractérisé. Plusieurs études ont montré que le DMF permet d’induire la voie Nrf2, y
compris dans le SNC (Linker et al., 2011; Scannevin et al., 2012). Le DMF a par ailleurs
montré une capacité d’induction de [’expression transcriptomique de certaines

isoenzymes Gst dans le foie, et de 1’activité Gst cytosolique envers le CDNB dans
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différents organes chez la souris adulte (Belcher et al., 2014; Spencer et al., 1990). Une
étude transcriptomique, réalisée par Ingrid Kratzer, a montré que Nrf2 est bien exprimé
dans les plexus choroides au cours de la période périnatale chez le rat (Kratzer et al.,
2013). Au cours de ce travail, nous avons tout d’abord démontré par Western-blot que le
facteur Nrf2 est bien exprimé dans les tissus choroidiens au stade postnatal : 1’anticorps
utilisé a détecté un signal unique a 75 kDa, le poids moléculaire réel de NRF2 étant de
~ 60 kDa. Nous avons ensuite montré par immunohistofluorescence que le traitement au
DMF (ainsi qu’au SF) induit la migration nucléaire du facteur Nrf2 dans les cellules
épithéliales des plexus choroides du rat nouveau-né. Cet effet n’est pas homogene sur
I’ensemble des cellules épithéliales choroidiennes. Il est a noter que les études menées
par Lau puis Kemmerer ont montré que la qualité des anticorps anti-Nrf2 du commerce
est relativement inégale. Le signal Nrf2 attendu en Western-blot est de ~95-110 kDa
selon ces auteurs. Nos résultats d’immunofluorescence suggerent que notre anticorps est
bien spécifique du facteur Nrf2 puisque le DMF induit une augmentation de I’intensité
du signal de fluorescence couplée a une relocalisation nucléaire. Les rats Nrf2”"
récemment obtenus par 1’équipe du Professeur Julien Lombard de 1I’Université du
Wisconsin (cf Matériels et Méthodes §1.2.2), peuvent étre un outil de choix pour étudier
I’implication du facteur Nrf2 dans I’induction de I’activité Gst par le DMF. L’effet du
DMEF sur I’activité Gst de rats nouveau-nés Nrf2”~ est actuellement en cours d’évaluation
au laboratoire. Nos résultats préliminaires montrent que I’activité Gst choroidienne basale
n’est pas altérée chez ces animaux. Cette souche de rat sera également utile pour valider

les anticorps anti-Nrf2.

La description du mécanisme d’action du DMF sur I’activité Gst choroidienne
permettra d’identifier une/des cible(s) thérapeutique(s) intéressante(s) pour améliorer la
neuroprotection au cours du développement périnatal (Figure 53). Nos résultats
préliminaires suggerent que la voie du facteur Nrf2 est impliquée dans 1’effet
neuroprotecteur du DMF que nous avons observé. Le DMF peut activer la voie du facteur
NRF2 selon deux mécanismes distincts. Premi¢rement, le monométhylfumarate,
métabolite du DMF, est capable de modifier le résidu cystéine 151 de la protéine KEAP1,
ce qui modifie sa conformation et permet la libération du facteur NRF2 qui va

s’accumuler dans le noyau et induire la transcription de ses genes cibles (Linker et al.,
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2011). Aprés administration par voie orale, le monométhylfumarate est le principal
métabolite du DMF, chez ’homme comme chez le rat (Dibbert et al., 2013; Gill &
Kolson, 2013; Litjens et al., 2004) : le DMF est en effet rapidement hydrolysé en
monométhylfumarate soit spontanément, soit par I’action des estérases de la muqueuse
intestinale (Mrowietz et al., 2018). La pharmacocinétique du DMF administré par voie
intrapéritonéale n’est pas décrite dans la littérature. Une partie du DMF injecté est
probablement hydrolysée spontanément. Une fois dans la circulation sanguine, le DMF
restant peut étre hydrolysé par les estérases du foie (Werdenberg et al., 2003). La
proportion de DMF et de monométhylfumarate qui atteint les cellules épithéliales
choroidienne n’est toutefois pas connue. Deuxiémement, le DMF peut se fixer au GSH
intracellulaire, ce qui induit une réduction fonctionnelle en GSH, modifie le statut redox
de la cellule et inhibe indirectement le répresseur de NRF2, KEAP1 (Briick et al., 2018;
Lehmann et al., 2007). Ce mécanisme n’est probablement pas pertinent dans le cadre de
notre étude : le DMF est susceptible d’étre rapidement hydrolysé en monométhylfumarate
apres administration intrapéritonéale (Werdenberg et al., 2003), et les cellules épithéliales
choroidiennes ne sont donc potentiellement pas ou peu exposées au DMF lui-méme. Le
DMF a aussi montré des effets indépendants de la voie NRF2 via, par exemple,
I’inhibition de P’activité des protéines de la famille des nuclear factor-kappa B ou du
récepteur couplé aux protéines G hydroxy-carboxylic acid receptor-2 (Figure 53).
L’induction de I’expression et/ou de 1’activité des GST cytosoliques par ces mécanismes

de signalisation indépendants de NRF2 n’est cependant pas décrite dans la littérature.

En conclusion, la remarquable capacité choroidienne de détoxification dépendante du
GSH pendant la période postnatale identifie les plexus choroides comme des acteurs clés
dans la neuroprotection au cours du développement, a un moment ou le réseau
astrocytaire est encore immature et ou le métabolisme hépatique des xénobiotiques est
limité. L’induction de I’activité détoxifiante des Gst choroidiennes pourrait permettre
d’augmenter efficacement la capacité de neuroprotection de !’interface sang-LCR

choroidien
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La fonctionnalité de la barriere sang-LCR choroidienne au cours du développement
périnatal a été démontrée trés tot par les expérimentations pionniéres de Lewis Weed et
George Wislocki (Weed, 1917a, 1917b; Wislocki, 1920). Ces résultats pourtant
hautement concluants ont été éclipsés par I’apparition du paradigme d’immaturité des
interfaces sang-cerveau au cours du développement, qui a persisté plus de 60 ans
(Saunders et al., 2014). La caractérisation de la barriére sang-LCR choroidienne a par
ailleurs été globalement délaissée au profit de la BHE jugée de plus grande importance
au vu des différences de surfaces d’échange entre les deux interfaces chez I’adulte. Les
plexus choroides présentent pourtant des fonctions spécifiques qui ne sont pas assurées
par la BHE (e.g. transport de la vitamine C), et représentent une importante porte d'entrée
dans le SNC au cours la période périnatale. En effet, les plexus choroides se développent
et maturent trés tot au cours du développement embryonnaire, alors méme que le tissu
cérébral n’est encore que peu vascularisé (Caley & Maxwell, 1970; Saunders et al., 2012).
L’interface sang-LCR est d’autant plus importante au cours du développement périnatal
que le LCR occupe alors un volume cranien proportionnellement plus important que chez

I’adulte (Ghersi-Egea et al., 2015; Hiippi et al., 1998).

Ce travail de theése montre que les plexus choroides sont des structures cérébrales
majeures dans la neuroprotection envers les stress toxiques et oxydants au cours de la
période postnatale chez le rat, a un moment ou le foie est encore immature dans son
activité métabolique. Nous avons montré que les Gst, particuliérement exprimées dans
les plexus choroides au cours du développement postnatal, permettent de limiter le
passage cérébral de composés toxiques circulant dans le sang. Les Gpx choroidiennes
interviennent quant a elles dans la protection envers les ERO produites in situ, apportées
par le sang ou par le LCR. L’activité de ces enzymes est supportée par I’importante
capacité de production de GSH des tissus choroidiens (Okonkwo et al., 1974; Tate et al.,
1973). Nos résultats, obtenus chez le rat, semblent pouvoir étre transposés a ’homme.
Une activité choroidienne de conjugaison a en effet été mesurée sur des tissus choroidiens
de foetus humains agés de 16 a 36 semaines de gestation (Ghersi-Egea et al., 2006). Par
ailleurs, une activit¢ GPX a été mesurée dans de nombreuses régions cérébrales chez
I’homme adulte, et I’isoenzyme GPXI1 est fortement exprimée dans les cellules

¢épithéliales de la barriere sang-LCR du feetus (Kish et al., 1985; Marttila et al., 1988;
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Vasiljevic, 2017). Les travaux réalisés par Workman et collaborateurs permettent de
comparer le niveau de maturation neurodéveloppementale du rat et de ’homme au cours
du développement périnatal (Workman et al., 2013). Les auteurs ont développé pour 18
especes mammiferes un modele efficace de prédiction de la « maturité » du SNC en
fonction de 1’age post-conception de I’animal. Un « event score » de 0 a 1 évalue ce degré
de «maturit¢ » en fonction de la survenue d’un panel de 271 éveénements
neurodéveloppementaux scorés (e.g. apparition de la capsule externe du cortex cérébral -
score : 0,215 ; ouverture des yeux — score : 0,663). Par exemple, la souris (Mus Musculus)
nait 18 jours post-conception avec un score de ~ 0,56 alors que I’homme nait ~ 270 jours
post-conception avec un score de ~ 0,68 ; la souris n’atteint ce niveau de « maturité »
neurodéveloppementale (0,68) qu’au 8™ jour postnatal. Les travaux de Workman et
collaborateurs suggerent que les niveaux de maturation neurodéveloppementale du rat
nouveau-né et du rat de 7 jours sont respectivement comparables a ceux d’un foetus
humain de six a huit mois et d’'un nouveau-né (Workman et al., 2013). Notre travail
suggere donc que les plexus choroides sont des structures clés dans la neuroprotection

envers les stress toxiques et oxydants au cours de la période périnatale chez I’homme.

Notre étude participe a la description de la barriere enzymatique choroidienne au cours
du développement périnatal. En plus des aspects neurotoxicologiques, la connaissance
des enzymes du métabolisme des xénobiotiques et des transporteurs d’efflux présents et
fonctionnels dans les interfaces sang-cerveau au cours du développement périnatal est
intéressante pour prédire la biodisponibilité cérébrale des médicaments a ces stades
précoces de développement. Ces données peuvent tout d’abord permettre d’identifier les
risques liés a 1’utilisation hors-AMM de certains médicaments chez la femme enceinte,
le nourrisson et I’enfant. Par exemple, chez ’homme comme chez le rongeur, le
transporteur d’efflux ABCB1/Abcbl (P-glycoprotéine) est moins exprimé dans les
cellules endothéliales de la BHE au stade périnatal qu’au stade adulte (Daood et al., 2008;
Gazzin et al., 2008). De nombreux médicaments a visée périphérique sont substrats de ce
transporteur d’efflux (e.g. digoxine, lopéramide, doxorubicine); la biodisponibilité
cérébrale de ces médicaments est susceptible d’étre augmentée chez le nourrisson et

I’enfant, ce qui peut entrainer des effets indésirables centraux. La description du

métabolisme enzymatique siégeant au niveau des interfaces sang-cerveau peut ¢galement
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étre utile lors du développement de nouveaux médicaments ciblant spécifiquement la
population pédiatrique (Giacomini et al, 2010). L’expression transcriptomique
choroidienne de la Sult/al et des flavines monooxygénases 1 et 2 est augmentée au cours
du développement périnatal chez le rat (Kratzer et al., 2013); il serait intéressant d’étudier
I’expression protéique et la fonctionnalité de ces enzymes au cours du développement

périnatal.

Au cours de ce travail, nous avons également étudié la capacité de plusieurs inducteurs
de la voie NRF2 a induire la capacité de neuroprotection de I’interface sang-LCR
choroidienne au cours du développement périnatal.

Le facteur NRF2 est une cible thérapeutique particulierement intéressante dans le
cadre de la neuroprotection et est donc actuellement trés étudié¢ (Sandberg et al., 2014).
Premiérement, le facteur Nrf2 est exprimé de fagon ubiquitaire dans I’ensemble des tissus
chez I’homme adulte (Uhlén et al., 2015), et est probablement bien exprimé dans les
cellules des interfaces sang-cerveau au cours du développement périnatal. La
fonctionnalité de la voie du facteur Nrf2 dans les cellules épithéliales choroidiennes de la
barriere sang-LCR a en effet ét¢ démontrée in vitro sur une culture primaire réalisée a
partir de tissus choroidiens de rats P2 (Xiang et al., 2012). Le transcrit Nrf2 a également
été¢ détecté dans les tissus choroidiens de la souris et du rat au cours de la période
périnatale (D’Angelo et al.,, 2013; Kratzer et al., 2013); le niveau d’expression
transcriptomique du facteur Nrf2 est par ailleurs similaire dans les tissus choroidiens du
rat aux stades embryonnaire et adulte (Kratzer et al., 2013). La fonctionnalité de la voie
Nrf2 a également été démontrée dans les cellules de la BHE in vivo chez le rat adulte
(Alfieri et al., 2013). Deuxiémement, le facteur NRF2 est induit par des médicaments
actuellement utilisés en clinique et par des composés naturellement présents dans
I’alimentation. Par exemple, il peut étre activé dans un contexte inflammatoire par la
mélatonine, actuellement utilisée contre les troubles du sommeil chez ’enfant et
I’adolescent (Wang et al., 2012). Le DMF, utilisé dans le traitement de la sclérose en
plaque et du psoriasis, a montré une capacité d’induction de la voie Nrf2 dans des
contextes pathologiques (hémorragie intracérébrale, neuroinflammation) chez le rongeur
(Linker et al., 2011; Zhao et al., 2015). Le SF et le DAS, extraits des plantes cruciféres et

de I’ail respectivement, peuvent également activer la voie Nrf2 (Fisher et al., 2007; Ping
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etal., 2010). Troisiémement, la voie du facteur Nrf2 peut induire un panel impressionnant
d’enzymes et de transporteurs impliqués dans la détoxification et dans la protection
envers les stress oxydants (Qiang Ma, 2013). En particulier, le facteur Nrf2 a montré la
capacité¢ d’induire I’expression d’enzymes et de transporteurs liés au GSH (e.g. Gr,
certaines isoenzymes Gpx et Gst, la sous-unité xCT de 1’échangeur glutamate-cystine
X¢") in vitro et/ou in vivo dans différents types cellulaires et/ou tissus (Qiang Ma, 2013;
Xiang et al., 2012). Le facteur Nrf2 est méme impliqué dans 1’expression basale de
certains genes dans certains organes. Par exemple, il controle 1’expression basale de
certaines isoenzymes Gst de classes Alpha et Mu dans le foie chez la souris adulte (Hayes
et al., 2000). Enfin, I’activation de la voie NRF2 n’a jusqu’a présent pas montré d’effets
délétéres. A titre de comparaison, I’activation de la voie Car par le phénobarbital et le
TCPOBOP est reliée a I’apparition d’hépatomégalie et de tumeurs hépatiques chez la
souris (Huang et al., 2005).

Les résultats de notre ¢tude indiquent que le DMF induit I’activité neuroprotectrice
des Gst choroidiennes du rat nouveau-né via un mécanisme impliquant probablement le
facteur Nrf2. Afin de conclure sur ’implication réelle du facteur Nrf2 dans Deffet
neuroprotecteur du DMF, il serait intéressant d’étudier I’effet de ce médicament sur
I’activité Gst choroidienne et sur la perméabilité sang-LCR in vivo au CDNB chez des
rats Nrf2”~. Dans le cas ou I’'implication du facteur Nrf2 serait avérée, il serait pertinent
de compléter ces résultats par une visualisation de la migration nucléaire du facteur Nrf2
par microscopie confocale. Il est par ailleurs intéressant de noter que nos résultats
préliminaires montrent que I’activité Gst choroidienne basale n’est pas altérée chez les
rats Nrf2”", alors que I’expression hépatique basale des sous-unités Gstal/2, a4, m1 et m5
est réduite chez les souris Nrf2”-. Ces disparités suggérent que la régulation de
I’expression basale des GST differe selon les organes. Pour finir, il pourrait étre judicieux
d’évaluer I’effet du DMF sur d’autres cibles du facteur NRF2, comme la GR ou

I’échangeur glutamate-cystine X

Le DMF, qu’il agisse ou non via la voie du facteur Nrf2, est capable d’induire ’activité
choroidienne des enzymes de détoxification Gst au cours de la période postnatale chez le
rat, ce qui réduit la perméabilité sang-LCR de molécules toxiques substrats de ces

enzymes. Selon la littérature, le DMF peut également améliorer la réponse cellulaire au
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stress oxydant, favoriser la production de cytokines anti-inflammatoires (e.g. interleukine
10) par les cellules présentatrices d’antigeénes et la différenciation des lymphocytes T
auxiliaires Th2 (Briick et al., 2018). Le DMF présente donc des propriétés variées qui
pourraient étre intéressantes, si elles s’averent pertinentes au niveau cérébral, dans le
cadre de pathologies périnatales impliquant I’exposition a des composés toxiques, a un
stress oxydant ou inflammatoire. Par ailleurs, 1’étude de la pharmacocinétique du DMF
par administration intrapéritonéale pourrait permettre de connaitre I’évolution réelle de la
concentration plasmatique du DMF et de ses métabolites, notamment le
monométhylfumarate, dans nos conditions expérimentales (rat nouveau-né). Ces données
seraient utiles pour pouvoir comparer nos résultats avec des études in vivo utilisant une
administration orale de DMF, et pour connaitre les concentrations en DMF et en
métabolites a utiliser lors d’expérimentations in vitro sur des cellules épithéliales

choroidiennes.

Plus globalement, 1’induction de la capacité de neuroprotection des interfaces sang-
cerveau au cours du développement périnatal peut €tre une stratégie thérapeutique
pertinente en cas de pathologies périnatales ayant une composante toxique, oxydative ou
inflammatoire.

Premierement, les effets neurotoxiques consécutifs a I’exposition a une molécule
toxique peuvent étre directement ou indirectement réduits par I’activation des enzymes et
des transporteurs siégeant au sein des interfaces sang-cerveau. L’induction des enzymes
du métabolisme des xénobiotiques intervenant dans le métabolisme de la molécule
toxique va favoriser son ¢limination et réduire son passage cérébral. Par exemple, les GST
catalysent la conjugaison au GSH de plusieurs contaminants environnementaux (e.g.
benzo[g]chryséne diol époxyde, benzo[a]pyreéne diol époxyde) ; ’activation des GST au
sein des interfaces sang-cerveau pourrait donc réduire la perméabilité sang-cerveau de
ces toxiques. L’activation des mécanismes de neuroprotection peut aussi permettre de
contrecarrer le mécanisme d’action délétere de la molécule toxique. Par exemple, la
toxicité neurodéveloppementale du paraquat (herbicide) est attribuée a son effet oxydant
(peroxydation lipidique, déséquilibre de la balance redox) (Ait-Bali et al., 2016; Q. Chen
et al., 2010). L induction des systemes antioxydants des interfaces sang-cerveau pourrait

permettre de limiter indirectement les effets toxiques centraux du paraquat.
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Deuxi¢mement, I’induction des enzymes et des transporteurs des interfaces sang-
cerveau peut permettre de restaurer la capacité basale de neuroprotection de ces interfaces
lorsqu’elle est altérée par des pathologies périnatales. Par exemple, 1’administration
systémique de lipopolysaccharide chez la souris P9 induit une diminution rapide de
I’expression des genes codants pour les sous-unités de la y-glutamylcystéine synthétase
et pour ’héme oxygénase 1, créant potentiellement un défaut de défense antioxydante
(D’Angelo et al., 2013). L’exposition périnatale au manganése réduit les activités
superoxyde dismutase et Gst dans le cortex préfrontal chez le rat adulte, le rendant plus
sensible aux stress oxydants (Batasz et al., 2015). La caractérisation compléte d’un
modele de pathologie périnatale pertinent en clinique serait intéressante pour mieux
comprendre les conséquences de ces « défauts de neuroprotection », et évaluer 1'intérét
de la restauration de ces mécanismes de défense. En ce sens, Emmanuel Rault, étudiant
en master 2 au laboratoire, va développer un modele expérimental de pathologie
périnatale induite par une hypoxie couplée a une hypoglycémie et a un stress infectieux
chez le rat. Ce modele permettra d’évaluer I’évolution de 1’état de la barriére sang-LCR
apres ces événements pathologiques, du stade périnatal au stade adulte. Par ailleurs, ce
modele expérimental permettra de tester D’efficacit¢ de différentes stratégies
thérapeutiques (incluant le DMF) a prévenir ou limiter D’apparition de séquelles
neurologiques. Cette ¢étude multidimensionnelle (moléculaire, fonctionnelle et
comportementale) pourrait en particulier permettre d’évaluer 1’intérét thérapeutique de la
voie Nrf2 dans le contexte physiopathologique de I’hypoxie périnatale associée a une
inflammation.

Enfin, le contrdle du passage des cellules immunes dans le SNC en cas de pathologies
périnatales a composantes infectieuse ou inflammatoire pourrait potentiellement réduire
la sévérité des séquelles neurologiques associées a ces pathologies. La présence d’une
inflammation cérébrale est en effet un facteur pronostic négatif en cas de pathologie
périnatale (Hagberg et al., 2015). Le niveau de cytokines proinflammatoires dans le LCR
(e.g. interleukines 6 et 8) est par exemple plus élevé chez les nouveau-nés qui développent
des encéphalopathies hypoxiques-ischémiques suite a une asphyxie néonatale chez
I’homme (Sdvman et al., 1998). Les plexus choroides ont été identifiés comme une voie

d’entrée privilégiée des cellules immunes dans le SNC. Les plexus choroides de la souris
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expriment en effet les récepteurs Toll-like 1,2, 3 et 4 (Tlr ; mRNA) dés le stade postnatal ;
ces récepteurs interviennent dans I’immunité innée en reconnaissant des motifs
moléculaires conservés chez différents pathogeénes (Stridh et al., 2013). En présence
d’agonistes spécifiques, I’expression transcriptomique des Tlr choroidien est rapidement
induite chez ces animaux (Stridh et al., 2013). En particulier, 1’activation du TIr2 par
le Pam3CSK4 entraine la production de différentes cytokines pro-inflammatoires (e.g.
tumor necrosis factor «, interleukines 1 et 6) par les cellules épithéliales choroidiennes
et ’infiltration importante de cellules de I’immunité innée dans le LCR (monocytes de
phénotype inflammatoire, polynucléaires neutrophiles) (Du et al., 2011; Mottahedin et
al., 2017; Stridh et al., 2013). Dans ces conditions expérimentales, le passage des cellules
immunes dans le LCR s’effectue trés majoritairement par les plexus choroides
(Mottahedin et al., 2017). Les souris exposées de facon répétées a I’agoniste TIr2
Pam3CSK4 au stade périnatal présentent des troubles du développement cérébral (e.g.
défaut de myélinisation de la substance blanche) dépendant de Tlr2 (Du et al., 2011).
L’¢étude de West et collaborateurs a démontré que le TIr2 peut étre activé par des produits
de la peroxydation lipidique, les carboxyalkylpyrroles (West et al., 2010). En
conséquence, 1’exposition des cellules épithéliales choroidiennes a ces composés issus du
stress oxydant peut induire le passage cérébral des leucocytes. Les polynucléaires
neutrophiles et les monocytes peuvent eux-mémes générer des ERO (Hoffmann &
Griffiths, 2018), et donc potentiellement favoriser la production de carboxyalkylpyrroles.
L’activation des mécanismes antioxydants choroidiens pourrait donc étre pertinente pour
limiter le passage des cellules immunes dans le LCR en cas d’inflammation ou d’infection

systémique chez le nouveau-né, I’enfant ou ’adulte.

En conclusion, ce travail a permis de mettre en évidence le role des plexus choroides,
et en particulier des enzymes antioxydantes et détoxifiantes choroidiennes, dans la
protection du cerveau au cours du développement périnatal. Ce travail de thése propose
¢galement de nouvelles cibles thérapeutiques pour améliorer la neuroprotection en cas de

pathologies périnatales impliquant un stress toxique.
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Saudrais E, Strazielle N, Ghersi-Egea JF. Choroid plexus gluta-
thione peroxidases are instrumental in protecting the brain fluid
environment from hydroperoxides during postnatal development. Am
J Physiol Cell Physiol 315: C445-C456, 2018. First published June
27, 2018; doi:10.1152/ajpcell.00094.2018.—Hydrogen peroxide, re-
leased at low physiological concentration, is involved in different cell
signaling pathways during brain development. When released at
supraphysiological concentrations in brain fluids following an inflam-
matory, hypoxic, or toxic stress, it can initiate lipid peroxidation,
protein, and nucleic acid damage and contribute to long-term neuro-
logical impairment associated with perinatal diseases. We found high
glutathione peroxidase and glutathione reductase enzymatic activities
in both lateral and fourth ventricle choroid plexus tissue isolated from
developing rats, in comparison to the cerebral cortex and liver.
Consistent with these, a high protein expression of glutathione per-
oxidases 1 and 4 was observed in choroid plexus epithelial cells,
which form the blood-cerebrospinal fluid barrier. Live choroid plex-
uses isolated from newborn rats were highly efficient in detoxifying
H,0, from mock cerebrospinal fluid, illustrating the capacity of the
choroid plexuses to control H,O» concentration in the ventricular
system of the brain. We used a differentiated cellular model of the
blood-cerebrospinal fluid barrier coupled to kinetic and inhibition
analyses to show that glutathione peroxidases are more potent than
catalase to detoxify extracellular H,O» at concentrations up to 250
wM. The choroidal cells also formed an enzymatic barrier preventing
blood-borne hydroperoxides to reach the cerebrospinal fluid. These
data point out the choroid plexuses as key structures in the control of
hydroperoxide levels in the cerebral fluid environment during devel-
opment, at a time when the protective glial cell network is still
immature. Glutathione peroxidases are the main effectors of this
choroidal hydroperoxide inactivation.

blood-CSF barrier; cerebrospinal fluid; hydrogen peroxide; neuropro-
tection; perinatal

INTRODUCTION

In physiological conditions, the brain produces reactive
oxygen species (ROS) due to its particularly large cerebral
oxygen consumption. Mitochondrial oxidative metabolism and
NADPH-oxidase enzymatic activities generate superoxide an-
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ion radicals O, which are quickly disproportionated to hy-
drogen peroxide (H»0O,), either spontaneously or enzymatically
by superoxide dismutases (54, 63). During brain development,
certain ROS act as signaling molecules in neurogenesis, neu-
ronal polarization, and maturation. In particular, H>O,, re-
leased at low physiological concentration, is involved in dif-
ferent cell signaling pathways in an autocrine and paracrine
manner (7, 20, 63). Hence, its extracellular level needs to be
tightly controlled.

When produced in excess, H>O, may initiate lipid peroxi-
dation, protein, and nucleic acid damage. The iron-mediated
formation of the highly reactive hydroxyl radical -OH, result-
ing from H>O, decomposition through the Fenton reaction, is
especially damaging (9). The hydroxyl radical -OH reacts with
polyunsaturated fatty acids which are enriched in brain during
development (10, 44), thereby initiating lipid peroxidation. The
propagation of lipid peroxidation through membranes alters
their fluidity and permeability and generates toxic lipid hy-
droperoxide and aldehyde by-products. The latter can easily
diffuse through membranes and modify nuclear proteins (3).
The perinatal period is a high-risk period for neurological
impairment through exposure to inflammation, preeclampsia,
perinatal hypoxia, or deleterious exogenous environmental
toxicants and drugs (1, 4, 26, 35, 61). All of these factors are
prone to increase oxidative stress including H>O, release and
subsequent lipid peroxidation in the brain during this critical
period of maturation.

Many antioxidant systems control ROS levels. These in-
clude enzymes such as superoxide dismutases, catalase, per-
oxiredoxins, glutathione peroxidases (GPxs) and its companion
enzyme glutathione reductase (GR), as well as reducing mol-
ecules such as glutathione (GSH), bilirubin, and vitamins C
and E (49). In adult brain, glial cells, in particular astrocytes
and oligodendrocytes, are the main cells contributing to the
brain antioxidant defense capacity (5, 15, 21, 43). As an
example, catalase activity in astrocytes could protect neurons
from extracellular H,O, (14). The control of ROS levels may
not be as efficient during peri/postnatal brain development. The
astrocytic network is not fully formed, as astrocyte differenti-
ation and maturation is largely postnatal (13, 64). Oligoden-
drocytes are also immature and have low GPx activities as
compared with the mature cells (5).

A pioneer work in the field of blood-brain interfaces de-
scribed high levels of antioxidant enzymatic activities, espe-
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cially GPx activity, in the lateral ventricle choroid plexuses
(CPs) of adult rats (60). Glutathione-dependent peroxidase
activity is mediated by multiple GPx isoenzymes that all accept
H,0, as a substrate, while some of them also inactivate lipid
hydroperoxides including signaling molecules (8). The CPs
located in the lateral, 3rd, and 4th ventricles of the brain in all
mammals form the barrier between the blood and the ventric-
ular cerebrospinal fluid (CSF) that they secrete. They are the
most vascularized brain structures and display the highest
blood flow, especially during peri/postnatal development. They
grow and differentiate early in the course of fetal development
(18). They constitute an important site of blood-brain ex-
changes during this period (24) and already display various
mature neuroprotective functions toward blood-borne toxicants
at birth in rat (40).

Hydrogen peroxide is a reactive, yet relatively long-lasting,
molecule. It circulates through extracellular fluid and CSF
where its level increases in severe postnatal pathological con-
ditions (32, 33, 36, 41). When released at supraphysiological
concentration, H>O, can induce oxidative damage such as lipid
peroxidation at a distance from the source. Such noxious action
can be exacerbated through the Fenton reaction, a mechanism
that occurs in CSF (55). This prompted us to test the hypothesis
that the CPs actively inactivate hydroperoxides in their envi-
ronment during development and that choroidal GPxs are the
main effectors of this inactivation.

MATERIALS AND METHODS

Primary antibodies. Anti-GPx1 rabbit polyclonal antibody (Ab)
(ab22604, Abcam, Cambridge, UK), anti-GPx4 rabbit polyclonal Ab
(14432-1-AP, Proteintech, Manchester, UK), anti-GR rabbit poly-
clonal Ab (GTX114199, GeneTex, Irvine, CA), anti-RECA-1 mouse
monoclonal Ab (clone HIS52, MCA970, Bio-Rad, Hercules, CA),
anti-Na*-K*-ATPase mouse monoclonal Ab (NB300-146, Novus
Biologicals, Littleton, CO), and anti-actin mouse monoclonal Ab
(A1978, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) were used.

Tissue collection. Animal care and procedures were approved and
conducted according to the guidelines approved by the French ethical
committee (decree 87-848) and by the European community directive
(86-609-EEC). Specific pathogen-free Sprague-Dawley rats (RjHan:
SD), either 5-wk-old (W5) or 12-wk-old (W12) males (200 and 500 g,
respectively) and females (180 and 300 g, respectively), as well as
females with litters, were obtained from Janvier (Le Genest-Saint-Isle,
France). All animals were kept in a conventional facility, in standard
cages enriched with paper, with free access to pellet food and tap
water, under a controlled environment (12-h daylight cycle, 22°C).
Animals were euthanized by decapitation under isoflurane anesthesia,
and brain and liver were rapidly excised and placed at 4°C in
Krebs-Ringer buffer (135 mM NaCl, 4 mM KCI, 2.2 mM CaCl,, 1.2
mM MgCl,, 6 mM NaHCOs3, 10 mM HEPES, 5 mM glucose, pH 7.4).
The two lateral ventricle CPs and the 4th ventricle CP were micro-
dissected under a stereomicroscope and kept separately. Brain cortices
were sampled and cleaned of apparent meninges. Choroid plexuses
were either used extemporaneously for metabolism studies or were
pooled (between 2 and 12 CPs, depending on developmental stage),
rapidly frozen, and kept at —80°C for further enzymatic measurement
or Western blot analysis. For immunohistochemistry, brains sampled
from 2-day-old (P2) and 9-day-old (P9) animals were snap-frozen in
isopentane at —40°C and kept at —80°C.

Cell isolation and primary cultures. Primary cultures of CP epi-
thelial cells were prepared as previously described (56, 57). The CP
epithelial cells were cultured on laminin-coated microporous Trans-
well polycarbonate filter inserts (0.33 cm? surface, 0.4 wm pore size;
Corning Life Sciences, Amsterdam, Netherlands) in culture medium

CHOROIDAL GPxs IN THE DEVELOPING BRAIN

consisting of Ham’s F-12 and Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(1:1) supplemented with 10% fetal calf serum, 2 mM glutamine, 50
rg/ml gentamicin, and several growth factors as previously reported
(57). The culture medium was renewed every other day, and the cell
monolayer was used for metabolic and permeability studies 7 to 8
days after culture was initiated.

Enzymatic activity measurements. Choroidal tissue, cerebral corti-
ces, and liver were sampled from P2, 7-day-old (P7, for GPx), P9 (for
GR), 17-day-old (P17), and W5 (male and female) rats. Tissues were
homogenized at 4°C in a 50 mM Tris-HCI, 0.1 mM EDTA buffer, pH
7.4, using a Tenbroeck homogenizer. Glutathione peroxidase and GR
enzymatic activities were measured by kinetic spectrophotometry as
previously described (60). Briefly, GPx activity was measured at 37°C
in a Carry 100 spectrophotometer (Varian, Pao Alto, CA) in 500 .l
homogenization buffer, containing 1 IU GR (10105678001, Sigma-
Aldrich), 0.5 mM GSH (G6529, Sigma-Aldrich), 0.12 mM nicotin-
amide adenine dinucleotide phosphate (NADPH, N6505, Sigma-
Aldrich), and 0.2 mM H»0- (95321, Sigma-Aldrich) as substrate. The
complete assay mixture without the protein homogenate was used to
assess the low nonenzymatic degradation of NADPH due to H>O-.
The kinetic parameters, Michaelis constant K,,, and maximum veloc-
ity Vimax Were determined in homogenates prepared from either a mix
of lateral ventricle and 4th ventricle CPs from P9 animals or from
cultured CP epithelial cells, by varying H>O» concentration between
1 and 200 pM.

Activity measurements for GR were conducted in 500 wl homog-
enization buffer, containing 0.2 mM oxidized glutathione (GSSG,
G4376, Sigma-Aldrich) and 0.12 mM NADPH as substrate. For both
assays, the rate of NADPH oxidation was recorded over a 10-min
period at 340 nm. The total protein content of the samples was
determined by the method of Peterson with bovine serum albumin as
the standard (47).

Western blot analysis. Samples were homogenized using a Ten-
broeck homogenizer in homogenization buffer (250 mM sucrose, 50
mM K,HPO4/KH>PO,4, 1 mM EDTA, 0.1 mM dithiothreitol, pH 7.4)
supplemented with protease inhibitors (Complete, Roche, Penzberg,
Germany). Samples were denatured in Laemmli buffer (final concen-
tration: 62.5 mM Tris base, 1% sodium dodecyl sulfate, 10% glycerol,
0.01% bromophenol blue (all wt/vol), 0.1 mM dithiothreitol, pH 6.8)
and heated for 10 min at 95°C. Proteins were separated on a 10%
Criterion XT Bis-Tris gel (Bio-Rad) run in MOPS buffer (no.
1610788, Bio-Rad) at 70 V for 10 min, followed by 120 V for 2 h. The
gel was blotted to 0.2 wm nitrocellulose membrane (no. 10600001,
GE Healthcare Life Sciences, Coventry, UK) in transfer buffer (25
mM Tris, 192 mM glycine, 20% methanol) for 40 min. After assess-
ment of the transfer quality by Ponceau red staining, the membrane
was incubated in 5% skimmed milk in Tris-buffered saline (TBS; 50
mM Tris base, 150 mM NaCl, pH 7.4) containing 0.1% Tween 20
(TBST) at room temperature (RT) for 1 h. Primary Abs were diluted
in 2% skimmed milk in TBST, at 1 pg/ml for anti-GPx1 and 2 pg/ml
for anti-GR. The mouse anti-actin monoclonal Ab was used at a final
dilution of 0.05 wg/ml. Membranes were incubated at 4°C overnight,
then washed three times for 10 min in TBST at RT. Horseradish
peroxidase-conjugated secondary Abs from Jackson ImmunoResearch
(Baltimore, MD) were donkey anti-rabbit IgG (711-036-152) used at
a final concentration of 0.05 pg/ml for GPx1 detection and 0.08 pg/ml
for GR detection, and donkey anti-mouse 1gG (715-036-151) used at
a final concentration of 0.05 wg/ml for actin detection. After two
washings in TBST and two others in TBS, membranes were exposed
to a chemiluminescent horseradish peroxidase substrate (SuperSignal
West Pico Chemiluminescent Substrate, Thermo Scientific, Waltham,
MA) for 5 min, and exposed to X-ray films (Amersham Hyperfilm
ECL, 28906837, GE Healthcare, or CL-Xposure Film, 34089, Thermo
Scientific).

As an index of Ab quality, only one band specific for GPx1 (26.3
kDa) was observed in CP and liver homogenates from postnatal rat,
besides an additional signal (=200 kDa) present in all samples. One
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band specific for GR (52.2 kDa) was observed in CPs and cerebral
cortex (weak signal), and two bands were observed in liver homog-
enate (52.2 and 55 kDa), besides an additional signal (30 kDa) present
in all samples.

Immunohistochemical analysis. Section (12 pwm thick) were pre-
pared from rat brains using a Cryostar NX50 cryostat (Thermo
Scientific), mounted on glass slides, air-dried at RT, and kept at
—20°C. Sections were fixed in 4% paraformaldehyde at RT for 10
min. For GPx1 immunohistochemical analysis, epitope retrieval was
performed using a microwave treatment (3 X 5 min at 850 W) in 0.01
M citrate buffer, pH 6. After 1 h of saturation at RT in a blocking
solution containing 1% bovine serum albumin, and 10% normal goat
serum (S-1000, Vector, Burlingame, CA) in phosphate-buffered saline
(PBS, pH 7.4) containing 0.3% Triton X-100 (PBS-T), sections were
incubated at 4°C overnight with anti-GPx1, anti-GPx4, anti-RECA-1,
or anti-Na*-K*-ATPase primary Abs diluted in blocking solution.
Final concentrations were 2, 4.1, and 2.5 pg/ml for anti-GPxl1,
anti-GPx4, anti-RECA-1 Abs, respectively. Anti-Na*-K*-ATPase
primary Ab was diluted 2,000 times. Negative controls were per-
formed by omitting the primary Ab. After five washes for 7 min at RT
in PBST, sections were incubated for 1 h at RT with secondary
goat-anti-rabbit Ab (Alexa Fluor 488, A11006, Invitrogen, Carlsbad,
CA) or secondary goat-anti-mouse Ab (Alexa Fluor 555, A21422,
Invitrogen) at a final concentration of 0.2 wg/ml. After three washes
for 5 min in PBS-T, and two washes for 5 min in PBS at RT,
diamidine-2-phenylindole-dihydrochloride (DAPI, 236276, Roche
Diagnostics, Basel, Switzerland) was used as fluorescent nuclear stain
at 0.1 pg/ml in PBS. Sections were washed again five times in PBS.
After the slides were mounted with Fluoprep (BioMerieux, Marcy
I’Etoile, France), immunofluorescence was viewed and analyzed us-
ing an Imager Z1 fluorescence microscope equipped with a Digital
Camera (Zeiss, Jena, Germany). Images were acquired using Ax-
i0Vs40 software (version 4.8, Zeiss).

Hydrogen peroxide concentration measurement. Hydrogen perox-
ide was quantified in a microtiter plate as previously described (17).
Five to 100 pl samples of incubation buffer were collected and
immediately added to 150 .l of reaction mixture containing 0.5 mM
(NH4)2Fe(SO4)2, 0.2 mM xylenol orange, and 200 mM sorbitol in 50
mM H,SO4. All volumes were adjusted to 250 wl using Ringer
HEPES buffer (RH, 150 mM NaCl, 5.2 mM KCl, 2.2 mM CaCl,, 0.2
mM MgCl,, 6 mM NaHCOs, 2.8 mM glucose, 5 mM HEPES, pH
7.4). After 45 min of incubation at RT under gentle agitation, the
absorption at 540 nm was measured using a plate reader Infinite 200
(Tecan, Minnedorf, Switzerland). Standard H,O- solutions prepared
extemporaneously in RH were used for calibration.

Hydrogen peroxide inactivation by isolated live choroid plexuses.
Choroid plexuses freshly dissected from either the 4th or lateral
cerebral ventricles of P2 rats were warmed up in RH at 37°C for 10
min. They were transferred to 150 pl of 50 puM H»O, in RH. The
incubation medium was sampled every 10 min for 30 min and assayed
for H>Ox. In the absence of CPs, H,O, concentration did not change
in the medium during the time of the experiment. At the end of the
experiment, CPs were collected, digested in 1 M sodium hydroxide,
and their protein content was measured.

The remaining H>O» quantity data were plotted against time and
fitted to an exponential equation using CurveExpert 1.4 software. The
half-life of H,O- in this ex vivo experimental setting (¢1/2 ex vivo) Was
determined for each type of CP, and the initial clearance of elimina-
tion Cl.; was calculated as follows:

Ln2
Vi ex vivo X =™ (@)

1/2 ex vivo

Cl, =

where the volume of distribution Vg cx vivo 18 the incubation volume.
For each type of CP, the in vivo half-life of H,Ox (#1/2 in vivo) Was
extrapolated from the initial clearance of elimination Cl., as follows:
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Ln2
112 vivo Vd in vivo a (2)
e

where the volume of distribution Vg in vivo is the volume of either the 4th
ventricle or both lateral ventricles of P2 rats as previously reported (22).

In vitro blood-cerebrospinal fluid barrier permeability and meta-
bolic studies. Cells were rinsed twice with RH at 37°C and were either
basolaterally exposed to H,O» concentrations varying between 20 and
500 M in 400 pl of RH or apically exposed to 60 and 100 uM H>O»
in 150 pl of RH. During 15 min (for 20 uM H>05) or 40 min (for all
other concentrations), the medium was sampled regularly (5 to 100
wl) from both chambers and assayed for H,O». Hydrogen peroxide
was stable in these experimental conditions in the absence of cells.
The total protein content of each cell monolayer was determined.

For each concentration used, the remaining H>O» quantity data
were plotted against time and the initial part of those plots was fitted
according to the following equation:

Qonyo, X € ! &)

where Q 1,0, is the total amount of H>O, remaining in both the apical
and basolateral compartments at time ¢, Qo 1,0, is the initial quantity
of H>O> in the basolateral compartment, and k. is the initial elimi-
nation rate constant.

These ke; values were used to calculate the H,O, elimination
half-life #;,» and the initial H>O» elimination rate v for each concen-
tration, according to:

Qiny0, =

Ln2 “@
[]/Z =
kel
and
Qon,o, X kel
vVE——— (6]
Qprot

where Qpro is the protein content.

In the range of H>O» concentrations used, the catalase activity can
be assimilated to a first-order reaction as the Michaelis constant of this
enzyme K catalase 1S unusually high, above 1 M (37). The respective
involvement of catalase and GPxs in H,O, metabolism was thus
modeled by a nonlinear regression analysis of v over H.O> concen-
tration (CurveExpert 1.4) using the following equations:

V = Veatalase + VGPx (6)

where

Vmax catalase X QO H,0,
Veatalase = K (7)
m catalase
and
Vinax gpx X Qon,0,

Vepx = V| A (&

Ky gex + Qon,o,

from where the Michaelis constant K, and the maximum velocity
Vmax for the GPx-dependent activity can be obtained.

In some experiments, cells were preincubated with enzyme inhib-
itors, 50 wM 1-chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB) added in the ba-
solateral compartment for 20 min, 10 mM 3-aminotriazole (3-AT)
added in both compartments for 150 min (16), or a combination of
3-AT and CDNB added sequentially. CDNB acts by fully depleting
cells from GSH (25), thus abolishing GPx activity. After preincuba-
tion, cells were basolaterally exposed to 50 uM H,O- in the presence
of the inhibitors. Incubation media were sampled after 20 min and
assayed for H,O,. Data are expressed as permeability coefficient P, as
described in detail elsewhere (38). Sucrose permeability was mea-
sured during the course of the inhibitor study in a separate experiment.
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Briefly, inserts preincubated with inhibitors were placed in wells of a
12-well plate containing 400 pl of RH with ['“C]sucrose (MC 266,
Hartmann Analytic, Glattbrugg, Switzerland), 50 uM H,O, and
inhibitors, and the apical medium was replaced by 150 wl of fresh
buffer containing the inhibitor in the case of 3-AT-treated cells. At
regular intervals after addition of the insert, an aliquot of 100 wl was
removed from the apical chamber and replaced with an equal volume
of fresh identical buffer. Radioactivity was determined by liquid
scintillation counting using a (-counter (Canberra Tricarb 1600TR,
Packard, Groningen, Netherlands). Clearance curves were generated
as previously described in detail (38, 58).

Statistical analysis. Results are expressed as means = SD for
enzymatic activity data and in vitro inhibition studies, and as means =
SE for all other data. Data were subjected to one-way (in vitro
inhibition studies) or two-way ANOVA analysis with Dunnett’s post
hoc test for comparisons to a single control or with a Tukey-Kramer’s
post hoc test for multiple comparisons between groups. A P value <0.05
was considered statistically significant. All analyses were performed with
Prism software (version 7.04, Graph Pad, San Diego, CA).

RESULTS

Choroid plexuses display high enzymatic activities and pro-
tein levels for glutathione peroxidases and glutathione reduc-
tase during postnatal development. The GPx and GR-specific
activities were measured at different developmental stages in

A

Fig. 1. Glutathione peroxidase and glutathi-
one reductase activities in choroid plexuses,
cerebral cortex, and liver during postnatal
development in rat. A: glutathione peroxi-
dase-specific activity. Activities are ex-
pressed as nmol reduced H>O>-min~!mg
protein~!. Results are means * SD (n = 3).
## #EStatistically different from the previ-
ous developmental stage, P = 0.01 and P =
0.001, respectively. ***Statistically different
from male tissue at corresponding develop-
mental stage, P < 0.001. Other significant
statistical differences not appearing on the
graph are as follows: glutathione peroxidase
activities in both types of choroid plexuses
(CPs) are different from those measured in
cerebral cortex at corresponding develop-
mental stages (P = 0.001). All analyses:
two-way ANOVA with Tukey-Kramer’s
multiple comparisons test. B: glutathione re-
ductase-specific activity. Activities are ex-
pressed as nmol NADP*-min~'-mg pro-
tein™!. Results are means + SD (n = 4).
w* k% Statistically different from the previ-
ous developmental stage, P = 0.01 and P =
0.001, respectively. Other statistical differ-
ences not appearing on the graph are as
follows: glutathione reductase activities in

GPx specific activity
(nmol - min’'- mg of proteins'1)

100+

(nmol - min™'- mg of proteins™)

brain tissue as well as in the liver, the reference organ for
metabolism (Fig. 1). It has in particular a high potential for
ROS production (45), and displays high levels of selenium-
dependent GPx activity (27, 66). Glutathione peroxidase-spe-
cific activity in CPs was already high at P2 and P7, being twice
the activity measured in the liver at similar ages (Fig. 14).
Choroidal GPx activity was also higher by one order of
magnitude in comparison to the activities measured in the
cerebral tissue at all developmental stages investigated (Fig.
1A). These GPx activities increased 1.8-fold and 2.2-fold from
P2 to W5 (males and females combined) in lateral ventricle
CPs and 4th ventricle CP, respectively, and remained steady or
decreased from W5 to W12. The CP-to-cerebral cortex activity
ratio was, however, maximal at P17 and decreased thereafter
(Table 1). Male and female animals were analyzed separately
after weaning. In liver, GPx-specific activity was 2.1 and 2.5
times higher in females than in males at W5 and W12,
respectively, while no sex difference was observed in brain
tissues (Fig. 1A). Glutathione reductase, which allows to re-
generate reduced GSH following hydroperoxide reduction by
GPxs, was also consistently more active in both CPs than in the
cerebral cortex at all developmental stages investigated (Fig.
1B). Yet, CP-to-cerebral cortex activity ratios were lower than
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Table 1. Glutathione peroxidase-specific activity in choroid plexuses vs. cerebral cortex at early stages of postnatal
development and in adult

Male Female
GPx Activity Ratio P2 P7 P17 W5 W12 W5 W12
4VCP/Cx 15.5 £ 0.9* 21.8 = 2.1%* 374 = 2.1 13.1 = 1.2% 15.3 = 2.5% 29.4 = 5.2% 8.9 + 0.5%
LVCP/Cx 18.8 = 4.7* 28.8 £ 2.2% 41.1 = 2.7 12.3 £ 3.0* 22.5 £ 3.8* 283 £ 4.1* 13.1 £ 1.8%*

Values are means = SD (n = 3). Statistical differences are shown relative to P17. GPx, glutathione peroxidase; P2, 2-day-old; P7, 7-day-old; P17, 17-day-old;
W5, 5-wk-old; W12, 12-wk-old; 4VCP: 4th ventricle choroid plexus; LVCP, lateral ventricle choroid plexus; Cx, cerebral cortex. *P = 0.001, one-way ANOVA
with Dunnett’s multiple comparisons test.

those calculated for GPx activities. The hepatic GR-specific The high GPx and GR-specific activities measured in CPs in
activity was significantly higher in W5 and W12 than in comparison to cortical tissue were correlated to higher GPx1
younger animals. Conversely, choroidal GR activities were and GR protein levels measured by Western blotting at P2

already high at birth. (data not shown) and P9 (Fig. 2A). Also in agreement with
A GPx1 GR
kDa v LV cX li kDa 4V LV cX li
30 == | 60 W

GPx1

GPx4

Fig. 2. Expression and localization of glutathione peroxidase 1 (GPx1), glutathione peroxidase 4 (GPx4), and glutathione reductase (GR) in postnatal rat choroid
plexuses. A: Western blot analysis of GPx1 and GR expression in 9-day-old rat choroid plexuses (CPs) from the 4th (4V) and the lateral ventricles (LV), cerebral
cortex (cx) and liver (li) (top). Representative signals obtained from whole tissue homogenates are shown (15 g of protein per lane for GPx1, 35 pg for GR).
For each Western blot, actin used as a loading indicator is shown in botfom panels. Protein expression of both enzymes is higher in CPs than in cerebral cortex.
GPx1 expression is also higher in CPs than in liver. Actin level in liver is lower than in other organs (53), explaining the difference in signal intensity between
liver and CPs for equal amounts of protein loaded. B: immunohistochemical detection of GPx1 and GPx4 in CPs of 2-day-old rats. a—e: labeling of GPx1 (green)
and Na*-K*-ATPase (red, b, ¢, d) in both 4th ventricle (a, b) and lateral ventricle (c, d, ) CPs. Staining of Na*-K*™-ATPase allows to delineate the apical
membrane of CP epithelial cells and to associate GPx1 activity with the intracellular compartment of these cells. The GPx1 signal is not detected in CP
conjunctive stroma (stars). It was also undetected or was low in the brain parenchyma and in the ependyma, in comparison to CP epithelial cells (d). f~h:
colabeling of GPx4 (green) and Na™-K*-ATPase (f, red) or RECA-1 (red, a marker of choroidal vessels, arrowhead in g) shows that the GPx4 signal is restricted
to the intracellular compartment of CP epithelial cells in both 4th (f) and lateral (g) ventricle CPs. The GPx4 signal is low or undetectable in brain parenchyma
(data not shown) and in CP conjunctive stroma (f; g, stars). DAPI was used for nucleus staining (blue). Inset in a, e, h: negative controls obtained by omitting
the primary Abs. Scale bars, 20 wm. CSF, cerebrospinal fluid; ep, ependyma; LVCP, lateral ventricle choroid plexus; 4VCP, 4th ventricle choroid plexus.
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enzymatic activity data, GPx1 protein expression was higher at
P9 in CPs than in liver, and GR protein expression was similar
between the two types of tissue (Fig. 2A). The early postnatal
expression of both GPx1 and GPx4 in the CPs was also
observed by immunohistochemistry (Fig. 2B). All choroidal
loops were labeled. Colabeling with Na™-K*-ATPase used as
a marker of the apical membrane of the choroidal epithelium,
and RECA-1 used as a marker of choroidal blood vessels,
showed that the localization of both GPx1 and GPx4 in CPs is
restricted to the epithelial cells forming the blood-CSF barrier,
where they distribute throughout the cytoplasm (Fig. 2B).
Choroid plexuses efficiently and rapidly inactivate hydrogen
peroxide from the cerebrospinal fluid environment. To evaluate
whether the high GPx activities measured in CP homogenates
confer to this tissue the capacity to efficiently inactivate H,O»
present in CSF, live and intact CPs were isolated from P2
animals, kept in RH used as mock CSF, and exposed to 50 uM
H>0O,. In the absence of CPs, H,O, concentration did not
change in the medium during the time of the experiment (Fig.
3). The 4th ventricle CP and the lateral ventricle CPs were
analyzed separately. In this experimental setup, CPs are ex-
posed to H>O, at their apical CSF-facing membrane. The
amount of H,O, remaining in the mock CSF was plotted
against time (Fig. 3). Although the CPs were incubated in a
large volume of mock CSF as compared with the actual
ventricular volumes of P2 rat pups (Table 2, Vq in vivo), both
types of CPs had the ability to rapidly catabolize H,O-.
Differences between the amount-over-time curves generated
for the two types of CPs can be explained by the difference in
tissue size: two CPs of the lateral ventricle and one CP of the
4th ventricle contain 100 and 69 g protein, respectively (22).
The ex vivo H»O, half-life #12 ex vivo calculated from the
amount-over-time curves presented in Fig. 3 are reported in
Table 2, together with the initial clearance of elimination (Clg;).
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Fig. 3. Isolated choroid plexuses (CPs) detoxify extracellular H>O». Two CPs of
the lateral ventricles or one CP of the 4th ventricle was exposed to Ringer HEPES
buffer containing 50 pM H»O,. For each batch of CPs, protein content was
measured to normalize the initial H>O- quantity for the average protein content of
CPs isolated from 2-day-old Sprague-Dawley animals. These protein contents are
100 = 9 g for lateral ventricle CP and 69 *= 9 g for 4th ventricle CP (22). Data
show amount of H>O> remaining in the incubation medium over time, expressed
as a percentage of the initial H>O, amount in the incubation medium
(means * SE; n = 5). Ctrl, control incubation without CPs; LVCP, lateral
ventricle choroid plexus; 4VCP, 4th ventricle choroid plexus.

CHOROIDAL GPxs IN THE DEVELOPING BRAIN

Table 2. Ex vivo experimental and in vivo modeled choroid
plexus-dependent H>O- elimination parameters

Ex Vivo (Assay) In Vivo (Modeling)

Clet, pl-min~'-mg

Vd ex vivo, Il 1172 ex vivo, Min protein ! Vd in vivo, ]M* 7172 in vivo, Min
4VCP 150 172 =24 113.0 =133 6.56 37.6 £5.5
LVCP 150 9.6 =03 123.7 = 6.1 2.95 10.0 £ 0.5

Values are means *= SE (n = 4). Data were generated with a 50 uM H,0»
initial concentration. LVCP, lateral ventricle choroid plexus; 4VCP, 4th
ventricle choroid plexus. See MATERIALS AND METHODS for definition of H>O»
elimination parameters and details on calculations. *Vq in vivo 1S ventricular
volume measured in 2-day-old rat pups (22).

Assuming the latter value to be identical for isolated live CPs
(ex vivo condition) and for in situ CPs (in vivo condition), we
calculated the in vivo half-life 12 in vivo Of 50 M H,05 in
CSF, based on actual ventricular volumes Vjq i, vivo measured in
P2 animals (Table 2). The 1,2 in vivo Values are in the order of
a few seconds for lateral ventricle CPs and half a minute for the
4th ventricle CP, demonstrating the high efficiency of these
tissues to inactivate CSF-borne H»O».

Glutathione peroxidases are the main H>O, detoxifying
enzymes in choroid plexuses. Hydrogen peroxide is detoxified
by two enzymatic systems, GPxs and catalase. To investigate
the mechanism of H,O» inactivation in the CP epithelium and
establish the relative participation of GPxs in that process, we
used an in vitro cellular model of the blood-CSF barrier (Fig.
4A). The monolayers of CP epithelial cells grown on a perme-
able membrane recapitulate the tightness and polarity of the
choroidal epithelium in vivo. They have been validated for
barrier and transport functions and used to study metabolic func-
tions involving GSH (25, 40, 56, 57). This model offers several
advantages over isolated CP experiments, allowing /) to expose
either the CSF or the blood side of the barrier to H,O», 2) to apply
long-term exposures to inhibitors, 3) to measure the blood-CSF
barrier permeability to H,O,, and 4) to limit the number of
animals to be used for mechanistic studies.

We first established whether the CP epithelial cells of this
model maintain the high GPx-specific activity observed in CPs
of postnatal rats. Cultured CP epithelial cells presented a
GPx-specific activity of 200.8 * 57.0 nmol-min~!'.mg pro-
tein~! (mean = SD, n = 5 measurements from 2 batches of
cells); this activity is similar to that of CP postnatal rats (Fig.
1). When cells were exposed to 60 uM H,O, at either their
basolateral or their apical membrane, H,O, disappeared
equally rapidly from the medium. The amounts of H,O,
reduced over a 14-min period were 213.0 = 63.69 and 164.4 =
20.8 nmol/mg protein for the basolateral and apical application,
respectively (means = SD, n = 4, not statistically different,
two-tailed r-test for unequal variance). Similar observations
were made when using higher H,O, concentration (100 pM,
data not shown). To assess whether the detoxification could
result in part from enzymatic or nonenzymatic antioxidant
components secreted by the cells, other cell monolayers were
rinsed and incubated in fresh RH. The conditioned media were
then sampled after 7.5 and 25 min of cell contact and imme-
diately incubated with 44 uM H,O, for identical periods.
Inactivation of H,O, was not observed (Table 3), indicating
that H,O» needs to diffuse into the cells to be detoxified.
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Fig. 4. Kinetics of H>O, detoxification by rat
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To allow the use of low concentrations of H,O, yet com-
patible with the detection limit of the assay, and to explore the
existence of a metabolic blood-to-CSF barrier to H,O,, all
subsequent experiments were performed by adding H,O, into
the larger basolateral compartment. The kinetic parameters of
H,0; elimination in the choroidal epithelium were determined
by exposing the cells to H>O, concentrations ranging from 20
to 450 uM. The amount of H,O, remaining in the whole

Table 3. Absence of H>O: inactivation by choroid plexus
epithelial cell conditioned media

Time, min
0 7.5 25
H>0O, concentration, %
Apical medium 100 £ 3.5 nd 98.0 £2.3
Basolateral medium 100 = 3.5 106.5 2.9 104.8 £3.2

Data are expressed as percentage of the H>O» concentration measured
following incubation in non cell-exposed Ringer HEPES buffer (means * SD,

= 4). Ringer HEPES buffer was collected from either the apical or the
basolateral compartments 7.5 and 25 min after addition onto choroidal epithe-
lial cells grown in a two-chamber device. Hydrogen peroxide (44 wM) was
added to either conditioned medium for a period equivalent to the conditioning
period. nd, Not determined.

Vinax = 232.6
200 300

Vmax values are expressed in wM and nmol-
min~!mg protein~!, respectively. CP, cho-
roid plexus; CPEC, choroid plexus epithelial
cells; CSF, cerebrospinal fluid; GPxs, gluta-
thione peroxidases.

100
[H20;] (M)

-+« CP homogenate
-# Cultured cell homogenate

system (apical + basolateral media) was plotted against time
(Fig. 4B). The data show that CP epithelial cells efficiently
inactivated H>O», whichever initial concentration in the baso-
lateral compartment is applied. The linear part of the log
representation of these elimination curves (Fig. 4B, inset)
provides for each concentration the period that can be used to
determine the initial elimination rate constants k. (Table 4).
Those values were used to calculate H,O» elimination half-life
t1,2 for each concentration (Table 4). The decrease in #/> values
as a function of decreasing H>O» concentrations indicates that
the elimination process involves a saturable component. To
further investigate the mechanism, we calculated the initial
H>O, elimination rates v from ke values and plotted them
against the initial H,O, concentration (Fig. 4C, solid line).
Curve fitting analysis was performed on the assumption that
H,0; elimination results from two coexisting enzymatic reac-
tions (see MATERIALS AND METHODS, Eg. 6). The curves corre-
sponding to the mixed-order reaction attributed to GPxs (Eq. §)
and the first-order reaction attributed to catalase (Eq. 7) are
shown in Fig. 4C (dashed and dotted line, respectively). The
respective v values for GPx and catalase activities, calculated
for each concentration (Table 4), indicate that GPx activity is
dominant in H>O» inactivation when the initial concentration is
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Table 4. H»0- elimination half-life and elimination rate in choroid plexus epithelial cells

Initial H2O> Quantity, Initial Elimination Rate

Elimination Half-

H>0> Elimination Rate v, nmol-min~'-mg protein~'

First-Order Reaction Mixed-Order Reaction

Initial [H202], puM wmol/mg protein Constant ke, min~! Life t1/2, min Total (Catalase) (GPxs)
446.7 £ 21.8 54+05 0.0241 28.8 127.6 72.79 54.80
205.4 = 16.3 1.9 0.1 0.0371 18.7 71.4 33.46 37.95

502 =74 0.5 *0.0 0.0459 15.1 21.9 8.18 13.75
20.8 = 0.7 0.2x0.0 0.0521 13.3 9.6 3.38 6.26

Initial H>O> concentration and quantity are means = SE (n = 3). GPxs, glutathione peroxidases. See MATERIALS AND METHODS for definition of H>O»

elimination parameters and details on calculations.

below 250 wM. The constant Vi,ax-to-K,, ratio, an index of the
catalytic efficiency, generated by these data for catalase, is
0.163 ml-min~!-mg protein~!. The kinetic parameters K, and
Vmax determined for GPx-dependent H,O, inactivation in live
cultured choroidal cells were 272.7 pM and 88.5 nmol-
min~'-mg protein~!, respectively. The Hanes-Woolf represen-
tation of GPx kinetic is reported in Fig. 4D (dashed line). The
kinetic parameters measured in CP homogenates using the
GPx-specific enzymatic method were 10.3 pM for K, and
116.3 nmol-min~'-mg protein™! for Viax (Fig. 4D, solid line,
triangle). The large difference in K, values between the two
experimental settings may be accounted for by a change in GPx
affinity for H,O, induced by cell culture, or a reduced H,O,
accessibility in live cells compared with the homogenate. To
address this point, GPx kinetic parameters were measured in
homogenized cultured cells, in conditions where cell mem-
branes are disrupted. The K, of 7.9 puM in homogenized
cultured cells (Fig. 4D, solid line, square) was similar to that of
CP homogenates, indicating that substrate accessibility rather
than enzymatic activity is the limiting parameter in H,O»
elimination by choroidal GPxs. The somewhat higher Vi«
(232.6 nmol-min~'-mg protein—!) measured in cultured CP
epithelial cell homogenates by comparison with CP homoge-
nates (Fig. 4D) could be attributed to the low GPx-active
stromal and vascular materiel present in whole CP homoge-
nates.

The major contribution of GPx activity in H,O, detoxifica-
tion was confirmed in CP epithelial cells treated with 3-AT and
CDNB, which are respective inhibitors of catalase and GPxs
(Fig. 5A). Catalase inhibition had no effect on the clearance of
H,0O, elimination while GPx inhibition resulted in a substantial
decrease in this parameter. Treatment with both inhibitors
almost fully abolished H>O, detoxification. The latter result
confirms that 3-AT efficiently inhibits catalase in our experi-
mental conditions and suggests that, when used alone, the
inhibitory effect of 3-AT on catalase is masked by the potent
compensating GPx detoxifying activity.

The choroid plexus epithelial cells form a metabolic barrier
preventing blood-borne H>O; from reaching the cerebrospinal
fluid. Choroid plexus epithelial cells impeded the basolateral to
apical flux of H>O, added at a 50 wM concentration into the
blood compartment (Fig. 5B, Ctrl). The permeability coeffi-
cient P, was inferior to 0.1 wl-min~'-cm™2, a value set by the
detection limit of the H,O, quantification technique in our
experimental conditions. Catalase inhibition had only a very
limited effect on H,O, permeability, which became barely
measurable in the apical chamber (Fig. 5B; 3-AT). By contrast,
the choroidal permeability to H,O, significantly increased
when GPx activity was inhibited (Fig. 5B, CDNB). Permea-

bility to H,O, was further increased when cells were simulta-
neously treated with GPx and catalase inhibitors (Fig. 5B,
CDNB + 3-AT). It became close to the permeability coeffi-
cient measured on filters coated with laminin without cells,
which was 12.5 + 0.5 wl-min~'.cm~2 (mean * SE, n = 3).
This demonstrates that choroidal GPxs play a crucial role in
providing a barrier function toward blood-borne H>O».

The effect of these inhibiting conditions on the barrier
integrity was evaluated in a separate experiment, by measuring
the permeability of CP epithelial cells to sucrose, a small polar
nonpermeable marker (Fig. 5C). Both CDNB alone and a
combination of CDNB and 3-AT significantly increased su-
crose permeability in the presence of H>O», while 3-AT alone
had no effect. The increase in permeability was already ob-
served at 20 min and was thereafter cumulative. The compound
CDNB per se does not impair the choroidal barrier function
when applied in the absence of H,O, over a 60-min period
(25). The present data indicate that a few tens of micromolar
H,0, has the intrinsic capacity to alter the integrity of the
blood-CSF barrier, and that choroidal GPxs are important to
protect the blood-CSF barrier from blood-borne hydroperox-
ides.

DISCUSSION

In this article, we showed that throughout postnatal devel-
opment, the CPs displayed a high GPx activity in comparison
to the neuropil. Western blotting and immunohistochemical
studies highlighted the choroidal specific expression of GPx1
and GPx4 in newborn rats. Similar choroidal GPx activity
levels and GPx1 immunopositivity were previously described
in adult animals, respectively in rat and mouse (60, 62). The
high GPx expression and functionality observed during early
postnatal development is an indicator of the early developmen-
tal maturation of the choroidal tissue. The GPx activity in CPs
was even higher than in liver at the early postnatal stages. This
has been reported previously for other detoxifying systems of
the CPs (40). It further sustains the concept that the choroidal
tissue is a distinctive neuroprotective brain structure during
postnatal development, when the liver is still immature in its
detoxifying function. These functions remain, however, highly
active throughout adulthood and in aging (60). Of note, the sex
difference in hepatic GPx activity observed in W5 and W12
rats (our data), and in mice (42, 59) does not exist in CPs.

A transcriptomic analysis of GPx isoenzymes in CPs of
developing as well as adult rats indicated that both GPx1 and
GPx4 genes are highly expressed by comparison to the other
isoenzymes GPx2 and GPx3 (39). Altogether, the transcrip-
tomic and immunohistological data point out GPx1 and GPx4
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isoenzymes as the main probable effectors of the high choroi-
dal GPx activity measured throughout development. Hydrogen
peroxide is a prototypic hydroperoxide substrate common to all
GPx isoenzymes (8). Glutathione peroxidase 1 can also accept
soluble low molecular mass hydroperoxides such as #-butyl
hydroperoxide as substrates (8). This isoenzyme seems to be
mainly involved in antioxidant defense, since GPx1-knockout
mice are highly sensitive to acute oxidative stress (11). Gluta-
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thione peroxidase 4 is able to reduce both small hydroperox-
ides and more complex lipid hydroperoxides, including those
inserted in membranes. It is involved in various physiologic
processes, such as the control of apoptosis or leukotriene
synthesis by regulating the 12,15- and 5-lipoxygenase activi-
ties, respectively (8, 34). Hence, these two choroidal isoen-
zymes appear to have complementary functions, hinting at the
hypothesis that CPs are involved in both physiological signal-
ing and detoxification processes (see below). Besides GPxs and
catalase, peroxiredoxins also display a reductive activity to-
wards H»O», but they are involved in cell redox sensing rather
than in hydroperoxide inactivation. They are unlikely to con-
tribute to the peroxidase activity we measured in CPs. This
activity was mainly GSH-dependent whereas peroxiredoxins
do not use GSH as a cosubstrate. In addition, the peroxiredoxin
catalytic constant is lower by three orders of magnitude than
that of GPxs (31, 51).

We demonstrated the functional relevance of the high cho-
roidal GPx expression by showing that live CPs have a rare
ability to detoxify H,O,, and GPxs are the main enzymes
involved in the process for hydroperoxide concentration up to
250 wM. This specific feature of the CPs may serve several
purposes.

First, choroidal peroxidase activity can be related to self-
protection of the tissue. The metabolic activity and energy
demand of choroidal epithelial cells are high. This results from
the energy-consuming maintenance of a tight barrier between
the blood and the CSF. It also bears on other energy-consum-
ing mechanisms that include CSF secretion, the synthesis and
secretion of polypeptides involved in brain development and
neuroimmune regulation, and multiple ATP-dependent trans-
port processes (24). The corresponding high number of mito-
chondria in choroidal cells (12) calls for potent antioxidant
mechanisms to counteract superoxide and H,O, molecules
generated by oxidative phosphorylation. This may account at
least partially for the high GPx activities associated with the
choroidal tissue. Exposure of choroidal epithelial cells to high
levels of H,O, (65), or to a moderate level of the hydroperox-
ide in the presence of a GPx inhibitor (our data) induces an
alteration of the tightness of the blood-CSF barrier. Controlling
H>O, concentration in choroidal epithelial cells is thus essen-
tial to maintain the integrity of the blood-CSF barrier. Choroi-

Fig. 5. Effect of catalase and glutathione peroxidase inhibition on H>O»
elimination, permeation, and toxicity on the blood-cerebrospinal fluid barrier.
After preincubation with 50 uM CDNB, 10 mM 3-AT, or both, choroid plexus
epithelial cells were basolaterally exposed to 50 wM H>O: in the presence of
the inhibitors. The apical and basolateral compartments were sampled sepa-
rately after 20 min and assayed for H>O. A: amount of H>O, eliminated after
20 min. Data are expressed as H>O- clearance volume (means + SD; n = 4).
Statistical differences from control value: ***P = 0.001, one-way ANOVA
with Dunnett’s multiple comparisons test. B: basolateral to apical flux of H>O»
during the 20-min incubation period. Data are expressed as permeability
constant, Py (means = SD, n = 4). Statistical differences from CDNB condi-
tion: ***P = 0.001 one-way ANOVA with Dunnett’s multiple comparisons
test. C: evaluation of the barrier integrity. Cells were pretreated as in A and
exposed to ['*C]sucrose at the time of H>O, addition. The basolateral to apical
flux of sucrose was measured during three consecutive periods. Data are
expressed as cumulated sucrose clearance (means = SD, n = 3). Statistical
differences from control value for each period of time: ***P = 0.001, two-way
ANOVA with Dunnett’s multiple comparisons test. CDNB, 1-chloro-2,4-
dinitrobenzene; CP, choroid plexus; Ctrl, control; 3-AT, 3-aminotriazole.
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dal GPxs should also prevent the propagation of lipid peroxi-
dation in CP epithelial cells and the subsequent formation of
toxic by-products induced by supraphysiological levels of lipid
hydroperoxides (3).

Second, the strong hydroperoxide inactivation capacity of
the choroidal tissue can also participate to the signal termina-
tion of H,O, and lipid hydroperoxides released in nonpatho-
logical conditions. During brain development, H,O, acts as an
intra- and intercellular signaling mediator involved in cell
development and proliferation, axonal guidance, GABAergic
synaptic transmission, and cell death regulation through the
control of cell redox processes (2, 7, 20, 52). Diffusion or
drainage of hydroperoxides into the CSF from the connected
interstitial fluid, coupled to their inactivation by the lateral and
4th ventricle CPs, may participate in controlling their extracel-
lular levels. This choroidal function may be essential as glial
cell reductive capacities are not fully functional during brain
development, and the relative volume occupied by CSF in the
cranial cavity is high (22).

Third, the GPx-dependent capacity of CPs to inactivate
hydroperoxides represents a powerful mechanism of neuropro-
tection against central oxidative stress, a common determinant
in oxidative, inflammatory, infectious, or toxic insults. The
noxious effects that supraphysiological H,O» concentrations in
cerebral fluid can exert on brain development are sustained in
various pathologies. Down syndrome patients suffer early on
from excessive oxidative stress related to an increased produc-
tion of H>O, as a result of an elevated superoxide dismutase
activity (46). In asphyxiated newborns, encephalopathy occur-
rence is correlated with an elevated level of total hydroperox-
ides in CSF (32). The levels of ROS, including H»O,, are
elevated in the CSF in neonates and children diagnosed with
acute bacterial meningitis, and these H>O; levels in CSF are
significantly higher in patients with neurological sequelae
compared with patients that recover (36). Hydrogen peroxide
generated in the course of bacterial infection can also trigger
alterations in the ependyma bordering the cerebral ventricles,
including an inhibition of ciliary activity (30). This may affect
the maturation of the ventricular system and be deleterious to
the neural progenitors that are present in the subependymal
areas and contribute to gliogenesis and neurogenesis during
development. By reducing H>O, concentration in brain fluids
below toxic levels, CPs will contribute to limit H,O»-induced
brain damage induced by inflammation, infection, hypoxia, or
drug exposure during the peri/postnatal period.

Few studies have been aimed at estimating the concentration
of H,O, released in brain fluids during such oxidative, inflam-
matory, or infectious stresses. In vivo microdialysis in the
striatum has been performed to measure H,O, levels during
and after an ischemia-reperfusion event in adult rat (33). The
concentration increased from 20 to 70—120 wM after 30 min of
reperfusion that followed a 30-min ischemia. A similar study
conducted on adult gerbils showed an increase from 1-2 to 3—4
uM after a 5-min ischemia followed by 10 min of reperfusion
(41). In human, H,O, levels in CSF measured in the course of
pediatric diseases are in the order of several tens of micromoles
(36). This limited set of data suggests that the H,O, concen-
tration range for which choroidal GPxs are the most efficient
(below 250 wM) is relevant to the pathophysiological H,O»
levels released in brain fluids during postnatal insults. The
concentration threshold above which H,O» becomes toxic in
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vivo has not been established either. While H>O, concentra-
tions in the 50 wM range are toxic to neural cells in vitro (28),
H,0,-mediated neurotoxic effects are likely to arise at lower
concentrations in vivo owing to the generation of the hydroxyl
radical (-OH). This highly reactive free radical is formed by the
nonenzymatic Fenton reaction which can occur in the CSF
(55). Finally, small amounts of H,O, circulate in the blood (19,
29), and various peripheral stresses increase hydroperoxide
levels in plasma. Infants with sepsis present blood levels of
H>O; around 35 pM, which is more than six times higher than
the concentration in healthy infants (48). We showed that the
choroidal epithelium acts as an enzymatic barrier preventing
blood-borne H,O» from reaching the CSF and brain. This
barrier effect will be especially crucial during development, as
the CPs are then a quantitatively important gate of entry in the
brain for molecules circulating in blood (23).

The analysis of GPx kinetic parameters in live cells and in
homogenates indicates that CP epithelial membrane permea-
bility to H>O, is the limiting step in GPx-dependent H,O-»
detoxification. The mechanism by which H,O, crosses the
epithelial cell membrane remains to be ascertained. Besides
simple diffusion, extracellular H>O, can get access to the
intracellular compartment through diffusion-facilitating chan-
nel proteins from the aquaporin superfamily, including aqua-
porin 1 (6, 7). This channel participates in water transport
during CSF secretion (50). Aquaporin 1 is predominantly
localized in the apical membrane domain of choroidal epithe-
lial cells, and to some degree in their basolateral membrane
domain (50). We observed no difference in the rate of H,O,
degradation between the apical and basolateral exposure con-
ditions. This suggests that diffusion rather than aquaporin
1-dependent transfer drives H>O; access to intracellular GPxs.

In conclusion, this work identified the CPs as a major site of
hydroperoxide inactivation in the brain during the postnatal
period and showed that GPxs are the main enzymes responsible
for this inactivation. The high choroidal peroxidase capacity
represents an additional component of the detoxifying machin-
ery functioning in CPs during brain development, and it should
be especially relevant to the inactivation of supraphysiological
toxic levels of hydroperoxides generated during peri/postnatal
insults. In addition, choroidal GPxs should be essential to
maintain the integrity of the blood-CSF barrier itself, by
detoxifying reactive species arising from the basal metabolism
of this highly energetic interface or from oxidative injuries.
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Glutathione Conjugation at the Blood—CSF Barrier Efficiently
Prevents Exposure of the Developing Brain Fluid Environment
to Blood-Borne Reactive Electrophilic Substances
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Exposure of the developing brain to toxins, drugs, or deleterious endogenous compounds during the perinatal period can trigger
alterations in cell division, migration, differentiation, and synaptogenesis, leading to lifelong neurological impairment. The brain is
protected by cellular barriers acting through multiple mechanisms, some of which are still poorly explored. We used a combination of
enzymatic assays, live tissue fluorescence microscopy, and an in vitro cellular model of the blood—CSF barrier to investigate an enzymatic
detoxification pathway in the developing male and female rat brain. We show that during the early postnatal period the choroid plexus
epithelium forming the blood-CSF barrier and the ependymal cell layer bordering the ventricles harbor a high detoxifying capacity that
involves glutathione S-transferases. Using a functional knock-down rat model for choroidal glutathione conjugation, we demonstrate that
already in neonates, this metabolic pathway efficiently prevents the penetration of blood-borne reactive compounds into CSF. The versatility of
the protective mechanism results from the multiplicity of the glutathione S-transferase isoenzymes, which are differently expressed between the
choroidal epithelium and the ependyma. The various isoenzymes display differential substrate specificities, which greatly widen the spectrum of
molecules that can be inactivated by this pathway. In conclusion, the blood—CSF barrier and the ependyma are identified as key cellular
structures in the CNS to protect the brain fluid environment from different chemical classes of potentially toxic compounds during the postnatal
period. This metabolic neuroprotective function of brain interfaces ought to compensate for the liver postnatal immaturity.

Key words: blood-brain barriers; brain homeostasis; glutathione S-transferases; neuroprotection; oxidative stress; perinatal
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Brain homeostasis requires a stable and controlled internal environment. Defective brain protection during the perinatal period
can lead to lifelong neurological impairment. We demonstrate that the choroid plexus forming the blood-CSF barrier is a key
player in the protection of the developing brain. Glutathione-dependent enzymatic metabolism in the choroidal epithelium
inactivates a broad spectrum of noxious compounds, efficiently preventing their penetration into the CSE. A second line of
detoxification is located in the ependyma separating the CSF from brain tissue. Our study reveals a novel facet of the mechanisms
by which the brain is protected at a period of high vulnerability, at a time when the astrocytic network is still immature and liver
xenobiotic metabolism is limited. j
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from circulating toxic substances by a set of mechanisms com-
bining tight junctions, efflux transporters, and detoxifying en-
zymes (Neuwelt et al., 2008; Strazielle and Ghersi-Egea, 2013;
Ghersi-Egea et al., 2018). These interfaces have often been con-
sidered functionally immature during prenatal and postnatal de-
velopment, thereby contributing to the vulnerability of the
maturing brain. This concept of barrier immaturity is being chal-
lenged. The efficacy of tight junctions, which link neighboring
barrier cells together, in preventing paracellular diffusion during
development has been demonstrated (Johansson et al., 2006).
This efficacy results from the early expression and correct mem-
brane localization of the multiple proteins forming these tight
junctions in both rat and human brain barrier cells (Kratzer etal.,
2012). The functionality of transport and metabolic processes
during the perinatal period remains largely unaddressed (Stra-
zielle and Ghersi-Egea, 2015). Glutathione S-transferases (GST's)
form a family of isoenzymes largely involved in detoxification
processes (Hayes et al., 2005). Several immunohistochemical
analyses have pointed out an apparently robust expression of
GSTsin the choroid plexuses and ependyma (for review, see Stra-
zielle et al., 2004). A high enzymatic activity of conjugation to
reduced glutathione (GSH) has been measured in homogenates
of choroid plexuses isolated from both fetal human and postnatal
rat brains (Ghersi-Egea et al., 2006). More recently, a transcriptomic
analysis of choroid plexus identified several GST isoenzymes that are
expressed during development (Kratzer et al., 2013), revealing
perinatal-specific detoxification properties of the blood—CSF
barrier. The detoxification properties of this tissue may therefore
be especially crucial in protecting the brain during the perinatal
period when the CSF, in which the brain develops, represents a
large proportion of the cerebral extracellular fluid (Ghersi-Egea
etal., 2015).

In this work, we identify the choroid plexuses and the ependyma
as major sites for GSH conjugation in the developing brain. We
provide the in vivo demonstration that choroidal GSTs support a
metabolic barrier function of the blood—CSF interface protecting
the maturing brain, by preventing the penetration of blood-
borne electrophilic substrates into the CSF. We finally provide
the molecular identity and relative level of expression of the dif-
ferent GST isoenzymes responsible for neuroprotection at the
blood—CSF barrier and ependyma.

Materials and Methods

Animals, tissue sampling, and processing. Female OFA rats with their litter,
and 35-day-old [postnatal day 35 (P35)] and 200 g adult male OFA rats
were obtained from Janvier. Animal care and procedures were conducted
according to the guidelines approved by the French Ethical Committee
(decree 87-848) and by European Community directive 86-609-EEC.
The ethical committee for animal experimentation CEEA-55 has ap-
proved the present research project. All animals were kept under identi-
cal conditions in standard cages, with free access to food and tap water
under a controlled environment (12 h dark/light cycles). Animals were
killed at different postnatal ages by decapitation following deep iso-
flurane gas anesthesia. Following brain extraction in Ca- and Mg-
supplemented PBS, lateral ventricle and fourth ventricle choroid
plexuses and cerebral cortices devoid of meninges were sampled under a
stereomicroscope at 4°C. Tissues were frozen and kept at —80°C for
enzymatic analysis or RNA isolation. Alternatively, some brains were
either collected in ice-cold Krebs-Ringer (KR) buffer (135 mm NaCl, 4
mm KCl, 2.2 mm CaCl,, 1.2 mm MgCl,, 6 mm NaHCO;, 10 mm HEPES,
and 5 mm glucose, pH 7.4) and immediately sliced for imaging studies, or
were frozen in —40°C cold isopentane and kept at —80°C until used for
laser microdissection. In some animals, the liver was also sampled.
Choroidal glutathione-depleted animals. Two-day-old rat pups were
treated with DL-buthionine-(S,R)-sulfoximine (BSO; catalog B2640,
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Sigma-Aldrich) to generate developing animals that display a severe
(92%) GSH depletion in blood—CSF barrier cells. The pups were treated
by three intraperitoneal injections of 2 uwmol/g depleting agent in di-
methylsulfoxide/NaCl 0.9% (15/85), performed on 2 consecutive days
(9:00 A.M. and 4:00 P.M. on P2, and 9:00 A.M. on the following day).
Half of the litter was treated with BSO, and the second half was treated
with vehicle only. Animals were used for permeability measurement 4 h
after the last injection (see Fig. 3).

Glutathione S-transferase activity measurement. Choroidal tissue, cere-
bral cortices, and liver were sampled from P2, P7, P35, and adult rats.
Tissues were homogenized in a 0.25 M sucrose, 50 mm K-phosphate, 1 mm
K-EDTA, and 0.1 mum dithiothreitol buffer, pH 7.4, using a Tenbroeck
homogenizer. Glutathione S-transferase activity was determined by a 15
min kinetic analysis in a M200 Pro TECAN plate spectrofluorimeter.
Assays were conducted in 250 ul of 0.05 M K-phosphate and 0.02%
bovine serum albumin, pH 6.5 at 22°C, using 1 mm GSH (Sigma-
Aldrich), and 50 uM monochlorobimane (MCB; Sigma-Aldrich) as a
substrate. Excitation and emission wavelengths of 355 and 460 nm, re-
spectively, were used to detect and quantify the rate of appearance of the
GSH conjugate GS-MCB. The low rate of nonenzymatic conjugation of
MCB to GSH was assessed by omitting the protein homogenate from the
complete assay mixture. Production of the conjugate was calibrated in
each sample by measuring the increase in fluorescence intensity pro-
duced by the addition of 1 nmol of pure GS-MCB at the end of the kinetic
analysis. The specific activity was then expressed as nanomoles of conju-
gate produced per minute and per milligrams of proteins. The total pro-
tein content of the samples was determined by the method of Peterson
(1977) with bovine serum albumin as the standard. The GS-MCB used as
a calibrator was prepared and purified as follows. Known concentrations
of MCB were incubated with rat liver homogenate and GSH in excess in
a 37°C water bath for 20 min to produce GS-MCB. Final concentration of
the standard was calculated after determining the presence of residual
unconjugated MCB by HPLC, as previously described for another con-
jugate (Ghersi-Egea et al., 2006).

For in vitro competition studies, GST activity was measured toward
1-chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB) in the presence of 1 mm GSH and
50 or 200 um competitor. These competitor concentrations were about
twofold and eightfold higher than the apparent affinity constant for
CDNB in choroidal tissue. Production of the conjugate was followed at
340 nm by kinetic spectrophotometry, as previously described (Ghersi-
Egea etal., 2006). All the potential competitive substrates were tested for
their limited absorbance at 340 nm.

Imaging of GSH conjugation in ependyma-containing brain slices and
isolated choroid plexuses. Brains of P6 animals were dissected under a
stereomicroscope in ice-cold KR buffer to isolate the midbrain tissue.
The latter was sliced in ice-cold KR buffer using a Mclllwain tissue chop-
per to generate 200- um-thick ependyma-containing brain slices. Freshly
cut brain slices were warmed to 22°C in a few microliters of buffer on a
glass slide under a Zeiss AxioPlan 2 Microscope, equipped with the Dig-
ital Camera F-View II and AnalySISauto software (Olympus Soft Imag-
ing Solutions). Fluorescence images were recorded at 460 nm with a 390
nm excitation beam switched on only intermittently. This protocol pre-
vented photobleaching, the acute cellular toxicity induced by UV waves,
and the depletion of the cellular pool of ATP that is necessary for trans-
port processes. An initial image was recorded in the ependymal area
(negative control). Buffer was removed and replaced with a 10 um MCB
solution, and fluorescence images were again recorded 0.7 and 4 min
after MCB addition. All images were recorded with the same time expo-
sure. On each recorded image, a fluorescence intensity profile was estab-
lished along a rectangle perpendicular to the ependymal cell layer using
Image] software. This yielded average fluorescence intensity data in both
the ependyma and in the adjacent tissue.

For fluorescence image recording on choroid plexus, the choroidal
tissue was rapidly dissected from the brain of P5 animals in ice-cold KR
buffer, transferred on a glass slide in a few microliters of buffer, main-
tained with a 300 wm mesh sieve, and allowed to warm up at 22°C before
MCB addition and image recording, as described above.
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Intracerebroventricular monochlorobimane injection and imaging of
GSH conjugation. P4 rats were set in a stereotaxic frame under inhaled
anesthesia (4-5% isoflurane, 60%/40% O,/air), associated with a local
topical application of lidocaine/prilocaine (Anesderm, Pierre Fabre).
Two microliters of artificial CSF (124 mm NaCl, 2.5 mm KCl, 2.5 mMm
CaCl,, 1.3 mm MgCl,, 26 mm NaHCO3, 1.25 mMm Na,HPO,, and 10 mm
glucose, pH 7.3) containing 0.7% EtOH and 200 um MCB were injected
over 10 s in the lateral ventricle using a 30 gauge needle. Stereotaxic
coordinates relative to A were +4 mm anteroposterior, + 1.2 mm lateral,
and —2.4 mm dorsoventral. The needle was removed 50 s after the end of
the injection, and the head of the anesthetized animal was immediately
severed and frozen in —40°C isopentane. The head was then sliced in a
cryostat as previously described (Ghersi-Egea et al., 2015), and 20-um-
thick coronal sections were dried immediately on a plate heater set at
37°C. Fluorescence images were instantly recorded using the Zeiss
AxioPlan 2 Microscope.

Primary culture of choroidal epithelial cells. Primary cultures of choroid
plexus epithelial cells were prepared from neonate rat choroid plexuses,
as previously described (Strazielle and Ghersi-Egea, 1999; Strazielle et al.,
2003). The cells were seeded on microporous Transwell polycarbonate
filter inserts (either 0.33 or 1.12 cm? surface area, and 0.4 wm pore size;
Corning Life Sciences) and grown in culture medium consisting of
Ham’s F-12 medium and DMEM (1:1) supplemented with 10% FCS, 2
mM glutamine, 50 mg/ml gentamicin, and several growth factors, as pre-
viously reported (Strazielle and Ghersi-Egea, 1999). The medium was
renewed every other day until the permeability studies, which were per-
formed 5 d after cells reached confluence.

In vitro cellular permeability and metabolic studies. Permeability and
metabolic studies were performed on a rotating shaker (300 rpm) at
37°C, in Ringer-HEPES buffer (RH; 150 mm NaCl, 5.2 mm KCl, 2.2 mm
CaCl,, 0.2 mm MgCl,, 6 mm NaHCO3;, 2.8 mm glucose, and 5 mm HEPES,
pH 7.4). The volumes used in the two compartments of the inserts (the
bottom basolateral one mimicking blood, and the top apical one mim-
icking CSF) were selected as to be in equilibrium to prevent any hydro-
static pressure effect. Inserts were rinsed once with RH buffer before
initiating the transport studies. MCB was added to the basolateral com-
partment at a concentration of 5 or 50 uM. At regular time intervals, the
inserts were transferred into another well containing fresh incubation
solution, and four-fifths of the volume in the apical compartment was
sampled and replaced with fresh prewarmed RH. Media from the apical
and basolateral compartments were analyzed by spectrofluorimetry (ex-
citation/emission at 355/460 nm) for GS-MCB and by HPLC for MCB.
The organic anion transporter inhibitor probenecid was used at a con-
centration of 3 mM in both compartments. It was added 30 min before
incubating the cells with MCB, and was kept and renewed in both
compartments following each sampling. Monochlorobimane clearance
volumes were calculated for each time interval, taking into account the
residual volume remaining in the apical compartment from the previous
time point, as previously described (Strazielle and Preston, 2003). For
quantification of spectrofluorimetric data, the GS-MCB calibrator de-
scribed above for enzymatic measurement was used. Experiments were
run in parallel using cell-covered filters in the absence of MCB, with and
without probenecid, to measure the background fluorescence levels as-
sociated with the inhibitor or any solute secreted by the epithelial cells
during the transfer experiment. Background fluorescence was subtracted
from the total fluorescence before calculating the amount of GS-MCB
released by the cells in both compartments. The intracellular GS-MCB
content was assessed as follows: inserts were rinsed twice for 5 min in RH
buffer at 4°C on an orbital shaker; the cell-covered filters were quickly
detached from their plastic support and stored at —20°C in 100 ul of
water/ethanol (98/2 v/v) containing 250 uM ethacrynic acid. After thaw-
ing and homogenization by trituration using a conic plastic pestle, an
aliquot of the liquid was analyzed by spectrofluorimetry as described
above. Ethacrynic acid was added to the medium to prevent further
conjugation of residual MCB to GSH during cell homogenization.

To assess the innocuousness of the different compounds and vehicles
added on the epithelial cell layer, ['*C]-sucrose permeability was mea-
sured as an index of barrier integrity. Data were expressed as permeability
coefficients Pe (in centimeters per minute) calculated from the clearance
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curves generated as previously described in detail (Strazielle and Ghersi-
Egea, 1999; Strazielle etal., 2003). Radioactivity was determined by liquid
scintillation counting using a B-counter (Tri-Carb 1600 TR, Canberra
Packard).

In vivo blood—CSF transport studies. The permeability of the blood—
CSF barrier to CDNB was measured in BSO-treated and untreated ani-
mals by perfusing the compound into the vascular system through the
heart and sampling CSF. Animals were anesthetized with pentobarbital
(5 ul/g), and the heart was exposed. Intracardiac perfusion of a physio-
logical buffer (128 mm NaCl, 2 mm NaHCO;, 4.2 mMm KCl, 2.4 mm
NaH,PO,, 1.5 mm CaCl,, 0.9 mm MgSO,, and 9 mm D-glucose) was
performed at a physiological rate (0.67 ml/min) for 2 min using a dual-
perfusion pump (AL-1000, WPI). This was followed by a 5 min perfusion
of the same buffer supplemented with CDNB at various concentrations.
This cardiac perfusion protocol did not alter the choroid plexus mor-
phology, as assessed by hematoxylin and phloxin histology staining and
claudin-1 immunolabeling of sections of brains sampled after perfusion
(datanotshown). After the perfusion was stopped, the animal was turned
over and the skin over the cistern magna was quickly excised. CSF (4-8
ul) was sampled using a glass microcapillary sampler with an outer tip
diameter of ~500 wm. CSF volume was precisely measured. CSF was
then mixed with acetonitrile/H,O (50/50) to reach a total volume of 40 ul
and analyzed by HPLC for its CDNB content. The blood—CSF barrier
integrity in control and BSO-treated animals was assessed by measuring
the K, . permeability constant for [ 4C]-sucrose as previously de-
scribed (Ghersi-Egea et al., 2015). The apparent blood—cerebral cortex
permeability constant AppK;,, ¢, for ['*C]-sucrose was measured in a
similar way, without correcting for the amount of sucrose associated with
the tissue for the residual vascular content.

Quantification of monocholorobimane, 1-chloro-2,4-dinitrobenzene,
and reduced glutathione. A Shimadzu LC10 HPLC System was used.
Monochlorobimane was quantified using UV detection at 236 nm. CSF,
buffers, and media were directly injected on a 150 mm hypersil 5 um C18
BDS column (Thouzart and Matignon), and the compound was eluted
using an isocratic 20/80 acetonitrile/water mobile phase at a 1 ml/min
flow rate. The monochlorobimane retention time was 8 min. 1-Chloro-
2,4-dinitrobenzene was quantified on an Ultraphere ODS RP-18 Analyt-
ical Column (Beckman) using an isocratic 55/10/35 methanol/10 mm
phosphate buffer pH 6/water mobile phase ata 1 ml/min flow rate. It was
detected at 250 nm with a retention time of 11 min. Reduced glutathione
was coupled with 5,5'-dithio-bis(2-nitrobenzoic) acid in 10 mm phos-
phate buffer, pH 7.4, and analyzed on the Ultrasphere ODS RP-18 col-
umn, using a methanol/phosphate buffer elution gradient as previously
described (Schmitt et al., 2011). UV detection was set at 324 nm, and the
retention time was 6.6 min. For all compounds, the area under the curve
of the peak of interest was measured, and quantification was performed
using a calibration curve generated from standard solutions.

Total RNA extraction, reverse transcription, and real-time PCR. Liver,
choroid plexuses from lateral and fourth ventricles, and cerebral cortex
from P2, P10, and adult Sprague Dawley rats were sampled. When col-
lected from P2 and P10 pups, choroid plexuses were pooled from three to
four animals. For comparative purpose, RNA was also extracted from
two batches of microvessels prepared from P9 and adult rat brain, as
described previously in detail (Gazzin et al., 2008). Total RNA was ex-
tracted using RNeasy Mini (liver) or Micro (choroid plexuses, cortex,
and capillaries) kits (Qiagen) according to the manufacturer instruc-
tions. Before RNA extraction, liver, cerebral cortex, and capillaries were
homogenized in the RLT buffer using a FastPrep shaker (QBiogene).
Capillary homogenates were treated with Proteinase K (Qiagen) at 55°C
for 10 min. Choroid plexus tissues from lateral and fourth ventricles were
dissociated by pipetting. All samples were treated on column with DNase
I as recommended by the manufacturer. RNA was quantified using a
NanoDrop spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific), and RNA in-
tegrity was assessed using the Agilent 2100 Bioanalyzer.

RNA was reverse transcribed using oligo(dT) primers and the Verso
SYBR Green 2-step RT-qPCR Rox Kit (Thermo Fisher Scientific). Total
RNA (1 pg) was spiked with 50 pg of AraB RNA (r-ribulokinase, E. coli
strain K-12, substrain MG1655, GE Healthcare Bio-Sciences). The bac-
terial RNA was added in each reaction mixture as an external standard for
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Table 1. Primers used for RT-qPCR
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Target gene Forward primer sequence 5" >3’ Reverse primer sequence 5’ >3’ Product size (bp) [Mgdl,]
GSTM1 CCACATTTTTGA GCCCAAGT TGA GTG CCA GTG TAG CAA GG 179 3mm
GSTM2 TTCGCCTGT TCCTGG AGT AT CCATAG CCT GGTTCT CCA AA 267 3mm
GSTM3 CAT CCC GGA GAA GAT GAA AA CAGGTCTTG GGA GAAAGCTG 233 3mm
GSTM4 TACAAG GGT GGCTACTTG GG GCCTAG GCT GTA GAG GGCTT 191 3mm
GSTMS5 GGTTTG CAG GAG AAAAGCTG TGATTG GCA TCT TGA AGC AG 186 3mm
GSTM6 ACG GAAGCCTGAGTTCTT GA CCACGTGGCCTGTTTTAAGT 280 3mm
GSTA1 AGT TGG GAG (TG AGT GGA GA TIT GGT GGC GAT GTA GTT GA 297 3mm
GSTA3 CAG CCA GAG GAA GCCATT AG CCCAGCAATTCCTCATCAGT 228 3mm
GSTA4 GTT CCT GCA GACAAAATCCC GCATCCATCCTTTTGCAACT 195 4mm
GSTP1 TGTACTTCCCAGTTC GAG GG GGG TGA GGT CTCCATCTTCA 168 3mm
Arab (Escherichia coli) ATCCCCTGATCGGTAAAGCA ACG CCT GAA AGG GGT GATTA 126 4mm

normalization. Reverse transcription was run at 42°C for 60 min. Quan-
titative PCR (qPCR) was performed using the FastStart DNA Master
SYBR Green I Kit in the LightCycler 1.5 instrument (Roche Applied
Science), as previously described (Kratzer et al., 2012). Primer sequences,
MgCl, concentrations, and sizes of the predicted amplicons are pre-
sented in Table 1. Results were analyzed using RelQuant 1.01 software
(Roche Applied Science), which takes into account the respective ampli-
fication efficiencies of the target gene and the external standard (AraB)
when calculating the target gene/standard ratio. An approximate ranking
of abundance of the different GST gene products was generated first by
establishing the expression levels of all genes in a reference sample, arbi-
trarily chosen as adult liver N°2, and second by calculating for each target
gene the expression levels in all individual samples relative to the value in
the reference sample, as previously described (Kratzer et al., 2012).

Ependyma laser microdissection and sample processing. Brains were dis-
sected from P2, P9, and adult Sprague Dawley rats. Twelve-micrometer-
thick sections were cut around bregma using a Shandon Cryotome E
(Thermo Fisher Scientific) in an RNase-free environment, rapidly air
dried, frozen on dry ice, and kept at —80°C until further processed for
laser microdissection. Sections were thawed and stained using the
Ambion LCM Staining Kit (Thermo Fisher Scientific), according to the
manufacturer instructions. Briefly, sections were fixed in 95% ethanol,
rehydrated into 75% and 50% ethanol, and stained in cresyl violet. They
were dehydrated in 75% to 100% ethanol solutions, then in xylene and
kept in a vacuum chamber with dessicant until used to perform micro-
dissection. The PixCell IT laser capture microdissection instrument (Arc-
turus Engineering) was used to isolate the ependymal layer of the lateral
ventricle wall and adjacent caudate—putamen tissue (see Fig. 8). The
captured tissue was lysed in RLT buffer and RNA was extracted and
treated with DNase I using the RNeasy Micro Kit, as described above.
RNA integrity was assessed using the Agilent 2100 Bioanalyzer and RNA
was quantified using the Quant-iT RiboGreen Reagent (Thermo Fisher
Scientific). RNA samples (5 ng) were spiked with 0.125 pg of bacterial
AraB RNA. Two amplification rounds were performed using the Expres-
sArt NANO RNA Linear Amplification Kit (amsbio). The quality of am-
plified RNA was assessed using the Agilent 2100 Bioanalyzer, and reverse
transcription of 1 ug of RNA was performed using the iScript Reverse
Transcription Supermix for RT-qPCR (Bio-Rad). Real-time PCR was
performed as described above.

Western blot analysis. Western blot analysis of GSTs in tissue sampled
from P2 or P9 rats was performed using anti-GSTa3 rabbit polyclonal
antibody (pAb; MBS713631, MyBioSource), anti-GST w1/2 rabbit mono-
clonal Ab (ab108524, Abcam), anti-GSTu5 rabbit pAb (MBS712299, My-
BioSource), and anti-GSTrl rabbit pAb (PAB13020, Abnova). Actin
used as a loading control was detected with anti--actin mouse mono-
clonal Ab (A1978, Sigma-Aldrich). Proteins were separated on 10% Bis-
Tris Criterion XT Gels (Bio-Rad) run in MOPS [3-(N-morpholino)
propanesulfonic acid] buffer (Bio-Rad) at 70 V for 10 min, followed by
120 V for 2 h. The gel was blotted onto 0.2 um Protran nitrocellulose
membrane (GE Healthcare Life Sciences) in Tris-glycine transfer buffer
(Euromedex) containing 20% methanol for 50 min at 100 V. The mem-
brane was saturated in 5% skimmed milk, 0.1% Tween 20 in Tris-
buffered saline (TBS) at room temperature for 1 h. Primary anti-GST

antibodies were diluted in saturation buffer at 0.69 ug/ml for
GSTpl1/2,0.7 pg/ml for GSTw5, 1 ug/ml for GSTarl, and 0.31 ug/ml for
GSTa3. The anti-B-actin mouse Ab was used at a final dilution of either
0.1 or 0.05 wg/ml, depending on the amount of protein loaded. Mem-
branes were incubated at 4°C overnight, then washed three times for 10
min in TBS containing 0.1% Tween-20 (TBS-T) at room temperature.
Horseradish peroxidase (HRP)-conjugated secondary antibodies were
from Jackson ImmunoResearch. Donkey anti-rabbit IgG pAb (711-036-
152) was used at a final concentration of 0.04 ug/ml for GSTa3, GST 1,
and GSTp1/2, and 0.08 ug/ml for GST w5, and donkey anti-mouse IgG
pAb (catalog #715-036-151, Jackson ImmunoResearch) was used at a
final concentration of 0.04 ug/ml. After two washes in TBS-T and a final
one in TBS, chemiluminescent HRP substrate (SuperSignal West Pico
Chemiluminescent Substrate, Thermo Fisher Scientific) was used and
membranes were exposed to x-ray films (Hyperfilm ECL, GE Healthcare
Life Sciences). Only one band was observed for GSTul/2 (28 kDa),
GST w5 (26 kDa), GSTa3 (26 kDa), and GSTr1 (24 kDa) in postnatal
choroid plexus. Two bands were observed in liver homogenate for
GSTa3 (25 and 26 kDa).

Experimental design and statistical analysis. Quantitative data related to
animal physiology, barrier function, and enzymatic processes are re-
ported as the mean = SEM. Data from RT-qPCR analysis are expressed as
the mean * SD. Multigroup comparisons were analyzed using one-way
ANOVA followed by a Tukey’s multiple-comparison test. Statistical
analyses involving two groups of data were performed using either a
one-tailed or two-tailed Student’s f test, as appropriate. Lateral and
fourth ventricle choroid plexuses were dissected and analyzed separately
in each animal, or in batches of animals. Analyses of differences between
these two tissues were therefore performed using a paired ¢ test. For
clarity, the statistical tests used are specified in each figure. The number
of samples analyzed per group was chosen in reference to similar previ-
ously published experimental approaches conducted by our group on
choroid plexuses. These numbers are indicated on graphs or in figure
legends. All qualitative data presented have been reproduced at least
twice on different batches of materials.

Results

Enzymatic glutathione conjugation at the blood-CSF
interface efficiently protects the CSF and brain during
postnatal development

Substrates like CDNB or MCB are conjugated with GSH by the
whole subset of GST isoenzymes involved in xenobiotic detoxifi-
cation (Eklund et al., 2002; Hayes et al., 2005). Conjugation of
either compound therefore reflects the overall GST-dependent
detoxifying capacity of a given tissue. While CDNB conjugation
produces a metabolite that is readily detected and quantified by
HPLC, MCB presents the advantage in generating a fluorescent
conjugate that can be detected by both spectrofluorimetry and
cellular imaging techniques. We first used MCB to establish the
postnatal developmental profile of GST activity in tissue homog-
enates prepared from lateral and fourth ventricle choroid plex-
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Glutathione S-transferase-specific activity in liver and brain tissues in the rat during postnatal development. The specific activity of GST was measured using MCB as a substrate in liver

(A) and brain tissue (B) homogenates prepared from P2, P7, P35, and adult (Ad) animals. Data are the mean == SEM; n = 4 —8. ***p < 0.01, statistically different from cerebral cortex activity at
matching developmental stage, one-way ANOVA followed by post hoc Tukey-Kramer test. Sp < 0.05 and 5%p < 0.001, significantly different from the activity measured in choroid plexus of the
fourth ventricle, two-tailed paired Student’s t test. CP(VL) and CP(4V), CP of the lateral and fourth ventricle, respectively; Cx, cortex.

uses, and from cerebral cortex (Fig. 1). Liver, which is the main
detoxifying organ in the body, was analyzed in parallel as a refer-
ence tissue. Glutathione S-transferase-specific activity increased
sharply in liver in P35 animals compared with P2 pups, indicating
the relative immaturity of this organ at birth in the rat. In con-
trast, GST activity was already high in both types of plexuses in
newborn animals and was higher than in the brain cortical tissue.
From 5 weeks on, the activity toward MCB measured in the cho-
roidal tissue from the fourth ventricle was twice that measured in
the choroidal tissue from the lateral ventricle, as also observed
when using CDNB as a substrate (Ghersi-Egea et al., 2006). The
activity in choroid plexuses from the fourth ventricle remained
significantly higher than in the cerebral cortex at all developmen-
tal stages.

To explore the GST-dependent conjugating capacity of live
choroidal epithelial cells and investigate the fate of the metabo-
lite, we exposed freshly isolated choroid plexuses to 10 um MCB
and recorded fluorescence images in a plane cutting through both
the epithelium and the stroma (Fig. 2A—F). The choroidal epithe-
lium became rapidly and intensely fluorescent (Fig. 2C,E, arrow-
heads), indicating that MCB is readily conjugated to GSH within
epithelial cells. The fluorescence in the epithelial layer decreased
thereafter (Fig. 2 D, F), likely as a result of the sharp drop in MCB
concentration that we measured in the incubation medium (data
not shown) and the concomitant cellular export of the fluores-
cent metabolite, which was observed in the underlying stroma at
4 min (Fig. 2F, arrows). This suggests that the conjugate is ex-
ported from the cells at least partially at the basolateral mem-
brane. To get more insight into the conjugation capacity of the
choroidal epithelium and to characterize the polarity of conju-
gate efflux from the choroidal cells, we used an in vitro cellular
model of the blood—CSF barrier (Fig. 2G), which closely repro-
duces the properties of the choroidal epithelium in vivo. In par-
ticular, cells in culture maintain the drug metabolism capacity of
the native tissue, including its high GST-specific activity (Stra-
zielle and Ghersi-Egea, 1999; Strazielle et al., 2003). Epithelial
cells were exposed to 5 um MCB in the lower compartment of the
bichamber culture device. The basolateral to apical (blood to

CSF) diftusion of MCB across the epithelial monolayer was com-
pletely prevented for up to 30 min, presumably by intracellular
MCB conjugation, and remained low thereafter (Fig. 2H). Over
the 60 min period, the clearance of MCB did not exceed the
clearance of sucrose used as a paracellular marker (data not
shown). Adding CDNB as a competitor (data not shown) or
raising the MCB concentration from 5 to 50 um (Fig. 2H) ne-
gated the barrier effect. To ascertain the metabolic nature of this
barrier mechanism, the appearance of the conjugate GS-MCB in
the basolateral and apical compartments and its intracellular
concentration were monitored by HPLC analysis after a 30 min
exposure to 5 uM MCB. The conjugate was indeed produced and
secreted from epithelial cells, and its efflux rate was 10 times
higher at the basolateral membrane compared with the CSEF-
facing membrane (Fig. 2I). The conjugate was below detection
level in the cell monolayer. When choroidal epithelial cells were
preincubated with probenecid, an inhibitor of large specificity for
organic anion transporters, GS-MCB efflux was reduced at both
basolateral and apical membranes and its intracellular concentra-
tion increased (Fig. 2I'). Collectively, this set of data confirms the
strong basolateral (blood-facing) polarity of efflux that we ob-
served in freshly isolated choroid plexuses, and demonstrates that
cellular export of the GSH conjugate is mediated by organic an-
ions transporters at both membranes.

We then assessed in vivo the efficacy of this enzymatic barrier
mechanism in preventing the diffusion of GST substrates from
blood to CSF during brain development. The blood—CSF barrier
permeability to CDNB was measured in rat pups displaying either
anormal or alow capacity to conjugate xenobiotics to GSH in the
choroid plexus. CDNB was chosen over MCB as it can be unam-
biguously detected and quantified in biological fluids including
CSF by HPLC. It is also more soluble than MCB and could be
used at the high concentration required to approach the maximal
GSH-dependent conjugation capacity of the blood—CSF barrier.
Functional knockdown of GSH conjugation in choroid plexuses
of developing animals was achieved by treating P2 rats with three
injections of BSO over a 36 h period. Buthionine sulfoximine is a
selective inhibitor of y-glutamyl cysteine ligase, which catalyzes
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Figure2.  Enzymatic conjugation of MCB to glutathione in the blood—CSF barrier. A, Method: GST-mediated conjugation of the

substrate MCB with GSH produces a fluorescent metabolite that can be monitored over time. B—F, Ex vivo exposure of freshly
isolated choroid plexuses to MCB led to the rapid formation of the fluorescent GSH-conjugated metabolite within epithelial cells
(arrowhead in Cand E). After 4 min, the fluorescence signal decreased in the choroidal epithelial cells (arrowheads in Dand F), and
seemingly concentrated in the underlying vessel containing stroma (arrows in Eand F ). Bis a negative control. B—Dand E, F show,
respectively, low-magnification and high-magnification images of the choroidal tissue exposed to 10 um (C-D) and 2.5 pum (E-F)
MCB. In F, the dashed line delimits the apical membrane of epithelial cells. Scale bar, 20 m. 6-H, Choroid plexus epithelial cells
cultured on a porous filter (G) form an enzymatic barrier preventing the basolateral to apical transfer of MCB. When MCB was added
to the basolateral compartment at a concentration of 5 m, the appearance of the parent compound in the apical compartment
was fully impeded for 30 min and remained strongly limited thereafter (H, full line). When the cells were exposed to 50 v MCB,
the enzymatic barrier effect lasted only 10 min, and the MCB clearance rate strongly increased thereafter (H, dashed line). I,
Excretion of the conjugate produced within the choroidal epithelium was highly polarized, 90% of the metabolite being found in
the basolateral medium. The conjugate was not detected intracellularly (black bars, cells exposed to 5 pum MCB for 30 min). When
cells were preincubated with 3 mm probenecid before MCB exposure, GS-MCB efflux was strongly reduced at both basolateral and
apical membranes, and the metabolite accumulated in the epithelial cells (gray bars). Data are the mean == SEM of four filters.
*¥p << 0.01and ***p < 0.001, statistically different from GS-M(B amount in the absence of probenecid, one-tailed Student’s t test
for unequal variance. nd, Not detected.
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the first and rate-limiting step in GSH
synthesis. Four hours after the last injec-
tion, the treatment led to an almost com-
plete (92%) depletion of GSH in both the
fourth and lateral ventricle choroid plex-
uses, while the depletion was only partial
(60%) in the brain parenchyma (Fig. 3A).
This mild BSO treatment did not induce
any overt toxicity, as it modified neither
the feeding behavior of P2 rats nor their
weight gain (Fig. 3B). It did not change the
GST intrinsic enzymatic activity in either
the brain parenchyma or the choroid
plexus (Fig. 3C). Finally, this treatment
did not alter the integrity of CNS barriers,
as shown by the similar CSF and brain K;,,
values measured for sucrose in control
and treated animals (Fig. 3D).

Four hours following the last BSO in-
jection, animals were underwent intracar-
diac perfusion of CDNB followed by CSF
sampling. In control animals, CDNB was
not detected in the CSF when the com-
pound was perfused at concentrations up
t0 200 uM, but was measured at a low level
when the perfusate concentration was
raised to 500 M (Fig. 4). The depletion of
choroidal GSH resulted in a substantial
increase in CDNB influx in CSF at both
concentrations. When the xenobiotic was
perfused at 500 uM, its concentration in
CSF was 30-fold higher in depleted rats
than in control animals. The outflow per-
fusate collected from the cardiac atrium
did not show any significant difference in
CDNB concentration between control
and BSO-treated animals (Fig. 4, insert),
ruling out a possible peripheral effect of
the depleting agent on the xenobiotic dis-
tribution. The large difference in CDNB
levels in CSF observed between control
and choroidal GSH-depleted animals
demonstrates that the GSH-dependent
metabolic activity of the blood—CSF bar-
rier effectively contributes to protect the
brain environment from blood-borne
chemical substrates during development.

The ependyma participates in cerebral

glutathione-dependent detoxification

Exposure to toxic molecules for a pro-
longed period may ultimately overcome
this choroidal neuroprotective metabolic
mechanism. The ependymal cells lining
the ventricular system will become the
first targets. To address the possibility that
these cells could be a site of subsequent
protection, we evaluated their conjugat-
ing capacity by infusing MCB in the lateral
ventricles of P4 rats. A strong fluorescence
reflecting GS-MCB production was ob-
served at the ependymal interface in the
ipsilateral ventricle of animals killed
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Figure 3.

Characterization of the choroid plexus glutathione-depleted animal model. A, Levels of GSH in tissue from animals treated with BSO. Choroidal tissue is depleted from GSH by >909%,

while 40% of GSH is still present in brain tissue after BSO treatment. Data are calculated as micromoles per milligram of tissue and are expressed as the percentage of values measured in
DMSO-treated control animals, and the mean == SEM (n). *p << 0.05, **p << 0.01, ***p < 0.001, different from control animals. **p < 0.01, different from Cx or Pons, two-tailed Student’s ¢ test
for unequal variance. LVCP and 4VCP, choroid plexuses from the lateral and fourth ventricle, respectively; Cx, Cerebral cortex; Hyp, hypothalamus. B, Animal weight from the time of treatment
initiation (T0) to the time of killing, 4 h following the third injection (T28). Animals were treated by three injections of BSO or vehicle (control). A typical experiment is shown. Data are expressed as
the percentage of weight at T0, mean == SEM, n = 6. No difference in weight gain was observed between the two groups of animals. €, Enzymatic GST activity toward CONB in homogenates from
tissue sampled from control (black bars) and GSH-depleted (gray bars) animals. BSO treatment did not induce any significant change in GST-specific activity. Data are expressed as the mean = SEM,
n = 3. D, Blood—CSF permeability constant (K;, ) and apparent blood- cerebral cortex permeability constant (AppK,, ,) for [ "Cl-sucrose in control (black bars) and BSO-treated (gray bars)
animals. No difference in permeability was observed between the two groups of animals, indicating that the integrity of the blood— brain and blood—CSF barriers is preserved following BSO

administration. Data are expressed as the mean = SEM,n = 5.

within a minute from the beginning of the infusion, indicating
that ependymal cells also have a high GSH conjugation capacity
(Fig. 5A). The contralateral ependyma, used as a negative control,
did not show any fluorescence above background level (Fig. 5B).
A similar GSH conjugation activity toward MCB was observed
downstream in the ventricular system, namely in the ependyma
of the third ventricle (Fig. 5C). Monochlorobimane conjugation
was further explored in ependyma-containing brain slices pre-
pared from developing animals (Fig. 5D-F). Six-day-old animals
were selected for these studies because at this developmental stage
the ependyma appears mostly as a single layer, thus allowing a
clear delineation between the ependymocytes and the adjacent
tissue, and a more precise quantification of the signal. Following
MCB addition to the slice incubation medium, a bright fluores-
cence reflecting the production of the GSH conjugate rapidly
appeared within the ependymal layer, as illustrated at the level of
the ventral part of the third ventricle (Fig. 5E). Production of the
GSH conjugate in the ependyma was higher than in the adjacent

brain parenchyma (Fig. 5E, G). The ependymal fluorescence in-
tensity decreased after a few minutes (Fig. 5F ), presumably due to
the transporter-mediated efflux of the polar metabolite from
ependymocytes. Accordingly, the addition of 2.5 mm probenecid
in slice incubation medium prevented the decrease in fluores-
cence (Fig. 5G). Identical images were recorded for the ependyma
bordering the aquaduct (data not shown). Collectively, these data
show the ability of the ependyma to act as a second line of defense
toward electrophilic compounds that could have bypassed the
blood—CSF barrier and reached the CSF.

GSH conjugation at the blood—CSF and CSF-brain interfaces
results from the expression of several multispecific
isoenzymes

To probe into the diversity of molecules that could be detoxified
by the choroid plexus during development, we performed GST
activity competitive inhibition studies. The spectrophotometric
method using CDNB as the substrate was chosen over the fluori-
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in CDNB concentration measured in the outflow perfusate collected from the cardiac atrium
between control and BSO-treated animals (mean = SEM, no statistical difference).

metric method with MCB to avoid interference of the competi-
tors with the fluorescent signal. Choroidal CDNB conjugation
was inhibited by several xenobiotics such as dietary additives,
pharmacological drugs, or products of oxidative stress, which are
all potentially toxic (Table 2). The inhibitory effect of these com-
pounds on GST activity was similar in choroid plexuses of the
lateral ventricle and fourth ventricle. Large differences were ob-
served among molecules in their effective concentration and in
the extent of inhibition. As detoxifying GST isoforms display
differential substrate specificities toward the competitors tested,
while CDNB is conjugated by all these isoenzymes, this suggests
that several isoforms are active in choroid plexuses. Extensive
multiple-concentration inhibition studies were not performed as
they requested an ethically unacceptable number of developing
animals to generate the required amount of choroidal tissue.
We then determined by RT-qPCR the GST isoenzyme expres-
sion profiles in lateral ventricle choroid plexus, fourth ventricle
choroid plexus, and cortical tissue at three developmental stages,
and compared it to the isoenzyme profile in liver. Two prepara-
tions each of brain cortical microvessels isolated from P9 and
adult rats were also analyzed (Fig. 6). We focused on isoforms
involved in detoxification processes, namely GST7r1 and the iso-
forms belonging to the w and a subfamilies. Differences in y-scale
values between graphs provide an approximation of the respec-
tive abundance of the various gene products in the samples.
Glutathione-S-transferase isoenzymes were expressed at higher
levels in the choroidal tissue forming the blood—CSF barrier than
in the microvessels forming the blood—brain barrier. Levels of
GSTu isoform mRNAs increased during development in liver,
while in choroid plexuses these isoforms were expressed at a
higher or similar level in P2 animals compared with adults.

J. Neurosci., April 4, 2018 - 38(14):3466 —3479 + 3473

GSTpl and GSTu2 RNAs were the most abundant w-isoform
transcripts in the choroid plexuses. At P2, the expression levels of
both genes in this tissue exceeded by far those measured in the
liver, especially in lateral ventricle choroid plexuses (p < 0.001).
The choroidal expression of GSTu1 and GSTu2 was also higher
than in the cerebral tissue (p < 0.001 and p < 0.05 for lateral and
fourth ventricle choroid plexuses, respectively). This was partic-
ularly striking for GST 2, whose messenger was barely detected in
the cerebral parenchyma.

These data were confirmed by Western blot analysis using an
antibody recognizing both w1 and w2 isoforms (Fig. 7A). The u5
isoform displayed a differential level of expression between lateral
and fourth ventricle choroid plexuses (Fig. 6) that was not re-
flected at the protein level (Fig. 7B). Both choroidal tissues
showed high protein content by Western blot compared with the
cerebral cortex and the liver. High levels of GSTal expression
were detected in the liver, but not in the different brain tissues. In
contrast, similar expression levels were observed for GSTa3 in
choroid plexuses and liver (Fig. 6; p = 0.05). These levels in-
creased with age and largely exceeded those measured in cortex.
This tissue-specific pattern was confirmed by Western blot (Fig.
7C). The expression of GSTa4 did not vary to a great extent
among tissues or with age. Finally, the choroid plexuses and the
cortex displayed higher amounts of GST7r1 transcripts than liver
at all developmental stages (p = 0.05), the levels in brain tissues
being twofold higher in developing animals compared with
adults (Fig. 6). The high choroidal expression relative to the liver
was also observed by Western blot (Fig. 7D). In summary, the
high conjugation activity measured during postnatal develop-
ment in choroid plexuses compared with the cerebral cortex
(Fig. 1) should be mainly catalyzed by the isoforms GSTul,
GSTu2, GSTa3, and possibly GST71.

To assess the GST isoenzyme profile in the CSF-brain inter-
face, ependymal cells were isolated by laser microdissection from
the lateral ventricle wall at three developmental stages (Fig. 8A),
and their mRNA was extracted and analyzed by RT-qPCR. The
data were compared with those obtained from laser-microdissected
adjacent neuropil (Fig. 8B). In the ependyma, all u-isoforms were
expressed at P2 at levels as high or higher than those measured at
later stages (Fig. 8C). The most abundant mRNAs were found for
GSTpl and GSTuS5. Their expression level was 11 and 12 times
higher in the ependyma than in the adjacent neuropil. GST a3 was
also expressed at higher levels in ependyma than in the adjacent
neuropil, its expression increasing with age in both tissues. GST7r1
expression was modest and similar between structures and devel-
opmental stages. Thus, the high conjugation capacity of the
ependyma, relative to the brain parenchyma that was observed at
P6, appears mainly related to the GST isoforms w1, u5, and pos-
sibly a3.

Discussion

This article describes a GSH-dependent metabolic pathway that
is especially active during early postnatal development, and by
which the blood—CSF barrier prevents harmful compounds from
circulating through the CSF-brain system. The GST activities
measured in tissue homogenates at different developmental
stages indicate that during the postnatal period the GSH conju-
gation capacity of the choroid plexuses is especially high com-
pared with that of the cerebral tissue. It is also higher than the
activity measured at the same age in the liver, which is the refer-
ence organ for detoxification processes (Gundert-Remy et al.,
2014). This finding was supported by RT-qPCR and Western blot
data showing the elevated expression of multiple GST isoforms in



3474 - ). Neurosci., April 4, 2018 - 38(14):3466 —3479

Kratzer, Strazielle et al. @ Brain Protection by the Blood—CSF barrier

Figure 5.

z 1 *%%

2100,0 -

£

o 80,0

§

g 60,0 -

S 40,0 4

°

2 20,0

©

Q

= ol tissue Ep Ep Ep
0.7 min 0.7 min 4min  4min/PB

Conjugation to glutathione in the ependyma. A—C, Intracerebroventricular injection of MCB induced a rapid and strong fluorescence signal in the ependyma, reflecting GS-M(B

production in these cells. In the lateral ventricle close to the site of injection, the signal was seen in both the ependyma and choroid plexus (4). The contralateral ventricle was used as a negative
control (B). The ependyma of the third ventricle was also labeled within T min following MCB injection (C). D—F, Freshly prepared ependyma-containing brain slices also generated GSH conjugates
upon addition of MCB to the medium. D represents the initial image before MCB addition. The fluorescent metabolite GS-MCB was rapidly produced at a higher level in the ependyma than in the
adjacent brain tissue (E). The concentration of GS-MCB in ependyma decreased over time (F ). G, Relative quantification of fluorescence intensity recorded in the ependyma and adjacent brain tissue
in the presence or absence of 2.5 mu probenecid. Data are expressed as percentage values of the signal measured in ependyma in the same slice 0.7 min after MCB addition; data are the mean =+
SEM (n = 6). The box in E shows a typical area from which a fluorescent profile was obtained and analyzed (see Materials and Methods). *p << 0.05 and ***p << 0.001, statistically different, paired
ttest for unequal variance. *p << 0.05, statistically different, one-tailed t test for unequal variance. CP, choroid plexus; Ep, Ependymal layer; VL, lateral ventricle; 3V, third ventricle; PB, probenecid.

Scale bars: A-C, 100 pem; D—F, 50 pum.

Table 2. Inhibition of the choroidal glutathione S-transferase activity by
environmental chemicals and therapeutic drugs

Potential Reference
substrate substrate Origin of
concentration concentration choroid Inhibition
Potential substrate (jm) (DNB (pm) plexus (%)
Ethacrynicacid 5 200 4V 9.7 =15
Lv 812 £ 49
Bromosulfophtalein 40 200 4V 720 =35
Lv 733+£38
Menadione 80 200 4 412+74
LV 50.0 £19.5
MCB 200 200 4y 717 £15
Lv 82.7 £ 21
Chlorambudil 200 200 v 835+38
Lv 84.6 £ 2.7
Benzyl-isothiocyanate 500 200 4V 847 £32
Lv 79.5 £ 6.7
Sulforaphane 200 50 4y 267 £55
Lv 19.5 6.2
Trans-4-phenyl- 500 50 4V 581170
3-buten-2-one Lv 535+6.9
Acrolein 500 50 4y 53.4 +10.1
Lv 484+ 103
Cisplatin 500 50 4y 415+93
Lv 27.7 =103

The potential substrates include diuretic, anticancer, or diagnostic drugs (ethacrynic acid, bromosulfophthalein,
chlorambucil, cisplatin); dietary supplements and flavoring agents (menadione, trans-4-phenyl-3-buten-2-one);
phytochemicals (benzyl-isothiocyanate, sulforaphane); or environmental pollutants (acrolein, also a product of lipid
peroxidation). The competition was tested using the multispecific GST substrate CDNB as a reference substrate in
both lateral ventricle and fourth ventricle choroid plexuses. Data, expressed as percentages of activity inhibition, are
mean values = SD (n = 3—4 from multiple CP pools). Owing to the limited choroidal material available per litter,
they were generated for only one efficient competing concentration. The reference substrate concentration was
typically 200 wm. When a low inhibition was observed, CDNB was tested at a lower concentration to increase the
inhibitory action of the compound. The average specific activities measured in lateral ventricle choroid plexus tissue
in the absence of inhibitors were 96 == 22 and 54 == 10 nmol/min/mg of proteins toward 200 and 50 zum CDNB,
respectively. The same activities measured in fourth ventricle choroid plexus tissue were 87 = 15 and 48 = 10
nmol/min/mg of proteins (Data are the mean = SD of three different batches).

choroid plexus compared with cortex and liver during postnatal
development. Live imaging of the metabolite formation in iso-
lated choroid plexus illustrated the early functionality of the
GST-mediated detoxifying pathway. Using a functional GSH
conjugation knock-down strategy resulting in a selective and ex-
tensive GSH depletion in choroid plexuses, we showed that the
high conjugation capacity of this interface translates into an effi-
cient metabolic blood—CSF barrier, preventing the penetration
and accumulation of GST substrates into the CSF during early
postnatal development. Assuming that CDNB plasma concentra-
tion increased linearly from 0 to 500 uMm over the 5 min perfusion
in P3 animals in the present study, the influx permeability con-
stant K, . for CDNB calculated as in the study by Ghersi-Egea
et al. (2015) would be 0.3 X 10 ~*/min in control pups. Sucrose,
used as a polar marker of the integrity of the blood—CSF barrier,
hasK;,, .values of 2.9 X 10 “3/mininP2ratsand 2.6 X 10 ~*/min
in P9 rats (Ghersi-Egea et al., 2015). The permeability of the
blood—CSF barrier to the lipophilic compound CDNB, even
when used at a high concentration, was therefore lower than that
of cell membrane-nonpermeating molecules in control animals.
Choroidal GSH depletion increased CDNB permeability 30
times, without affecting the barrier integrity. These findings dem-
onstrate the great efficacy with which the choroidal enzymatic
barrier pathway reduces the blood-to-CSF permeability of lipo-
philic molecules. The enzymatic mechanism is further coupled to
the polarized excretion of the metabolites at the basolateral mem-
brane of the epithelium for their subsequent elimination through
the choroidal blood stream. The small fraction of the detoxified
polar metabolite that is effluxed at the apical membrane could be
further eliminated from the brain by the CSF bulk flow. Gluta-
thione S-transferase activity in choroid plexuses in the develop-
ing human brain is as high or higher than the choroidal activity in
newborn rats, and is also several fold higher than in the human
neuropil (Ghersi-Egea et al., 2006). The potent enzymatic blood—
CSF barrier we demonstrated in rat should also be efficient in the
human neonate brain.
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animals. A, The GST1/2 isoenzymes are expressed at a higher level in choroid plexuses than in the cerebral cortex and liver. B, Both types of choroid plexuses display similar levels of the GST .5
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During the perinatal period, the brain tissue is still poorly
vascularized (Caley and Maxwell, 1970; Saunders et al., 2012),
and the choroid plexuses represent a major gate of entry into the
CNS. The CSF represents 20% of the cranial cavity volume in P2
rats (Ghersi-Egea et al., 2015). It is considered to play a pivotal
role in the delivery of multiple guidance molecules and growth
factors to brain structures for their development and maturation
(Redzic et al., 2005; Lehtinen et al., 2013). Several of these trophic

<«

(Figure legend continued.) of two preparations. Gene expression levels did not differ by >44%
between the two age-matched microvessel preparations or were both low (<<0.3). The results
are expressed as arbitrary units and are all normalized to the expression level found for GST .1
inone sample of liver obtained from an adult animal and set arbitrarily at 100 (see Materials and
Methods; for details on calculations, see Kratzer et al., 2013). *p << 0.05, **p < 0.01, ***p <
0.001, statistical significance of differencesin expression levels between developmental stages,
analyzed by one-way ANOVA followed by a Tukey’s multiple-comparison test. *p << 0.05 and
559 < 0.01, statistical significance of differences in expression levels between age-matched
choroid plexuses of the lateral and fourth ventricle, two-tailed paired Student’s t test. For clarity,
other relevant statistical significances, assessed by one-way ANOVA followed by a Tukey's
multiple-comparison test are stated in the Results section. CP(LV) and CP(4V), choroid plexuses
from the lateral and fourth ventricles, respectively; Cx, Cerebral cortex; MV, cerebral
microvessels.

factors are secreted into the CSF by the choroid plexuses, which
grow and mature early during the embryonic period (Dziegielewska
etal.,2001; Johansson etal., 2013; Lehtinen et al., 2013). By means of
their potent enzymatic barrier activity, the plexuses will prevent
a similar intracerebral distribution of deleterious electrophilic
endobiotics/xenobiotics. They will thereby fulfill a crucial neuro-
protective function during development, at a time when the liver
is still immature in its xenobiotic metabolism activity (Coughtrie,
2015; Fig. 1).

The GSTs form a multigenic family whose members display
different, yet partially overlapping, substrate specificities. Conju-
gation of CDNB in choroid plexuses was partially or completely
inhibited in the presence of various chemicals. Published catalytic
efficiency or affinity data showed that some of these molecules are
preferred substrates for specific GST isozymes. For instance,
bromosulfophthalein and trans-4-phenyl-3-buten-2-one are
preferred substrates for rodent GSTw isoforms (Hayes and Pul-
ford, 1995; Sano et al., 2002). Cisplatin is a preferred substrate for
GSTrl and ethacrynic acid for both GST#rl and a4 (Hayes and
Pulford, 1995; Nagar et al., 2015). Both ethacrynic acid and its
GSH conjugate also inhibit various other rat GSTs, in particular
u-isoforms, with IC5, values <5 um (Ploemen et al., 1990). Data
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Glutathione S-transferase transcript levels in ependymal cells and adjacent neuropil during postnatal development. 4, Top, An example of a tissue section before and after laser

microdissection of the ependyma. The lower sections show the ependyma microdissected from the tissue and a preparation of pooled microdissected ependyma. B, The two panels show the area
of adjacent neuropil analyzed and the microdissected tissue obtained. €, Transcript levels of selected GST isoenzymes at three developmental stages. The results, expressed relative to the bacterial
AraB gene added as an external standard, are shown as the mean == SD, n = 3. The results are expressed as arbitrary units and are all normalized to the expression level found for GSTy.1in one
sample of ependyma obtained from P2 animals, and set arbitrarily at 100. GSTae1, GSTce4, and GST .6 were not detected in microdissected samples. *p << 0.05 and **p << 0.01, statistical
significance of the difference in expression levels between the ependyma and the adjacent neuropil, one-tailed paired Student’s t test. 5p << 0.05 and %%°p << 0.001, statistical significance of the
differences in expression levels in P9 and adult animals compared with P2 animals in a given tissue, one-way ANOVA followed by a Tukey’s multiple-comparison test. Ep, Ependyma; P2ep and P2n,
ependyma and adjacent neuropil from P2 rat; P9ep and P9n, ependyma and adjacent neuropil from P9 rat; ADep and ADn, ependyma and adjacent neuropil from adult rat.

generated with human enzymes showed that acrolein is a pre-
ferred substrate for GST 7 while benzyl-isothiocyanate is metab-
olized by both ul and 7l isoforms (Berhane and Mannervik,
1990; Kolm et al., 1995). The pattern of inhibition produced by
this large spectrum of molecules toward the multispecific GST
substrate CDNB indicates that multiple isoenzymes of GSTs are
significantly active in the choroid plexuses during the early post-
natal period in rat. This was corroborated by the high levels of
expression in the developing choroid plexus of various isoen-
zymes belonging to different GST classes, namely GSTul, GSTu2,

GSTa3, GSTa4, and GSTwrl. This unusually large pattern of
isoenzymes is reminiscent of the adult liver GST load. For all
compounds tested, differences in the extent of GST inhibition
between lateral ad fourth ventricle choroid plexuses were minor,
indicating that the forebrain and hindbrain blood—CSF interfaces
display a similar broad spectrum of xenobiotic detoxification.
The competitive inhibition study also showed that choroid plex-
uses metabolize a large range of structurally unrelated chemicals,
including different drugs; cytotoxic, carcinogenic, or genotoxic
electrophilic compounds issued from oxidative insults; environ-
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mental pollutants; or food additives (Table 2 legend). The blood—
CSF enzymatic barrier should therefore be essential to prevent
chemically induced abnormal neural development and reduce
the risks of periventricular and meningeal tumors.

Intracerebroventricular injections of MCB in developing ani-
mals revealed that, like the choroidal epithelium, the ependyma
displays a high conjugation capacity. Ex vivo conjugation exper-
iments performed on brain slices showed that GST-mediated me-
tabolism in the ependyma is markedly more active than in the
surrounding neuropil. This indicates that the ependyma could
act as a second line of defense for neural cells against electrophilic
molecules that would reach the CSF. According to GST mRNA
expression analysis, this protection remains active throughout
development up to the adult stage. Neural stem cell niches are
present in several discrete regions of the ventricular system, the
subventricular zone in the lateral ventricle (Chaker et al., 2016),
as well as subependymal regions of the third and fourth ventricles
(Lin et al., 2015). They contribute to physiological neurogenesis
and gliogenesis during brain development, and the lateral sub-
ventricular zone remains active later on in the healthy adult
brain. All these niches also participate in adult brain repair fol-
lowing injuries such as stroke. The detoxifying functions of the
ependyma may be essential to protect these regions throughout
life. Astrocytes fulfill neuroprotective functions as well, especially
against products of oxidative stress (Baxter and Hardingham,
2016). Because astrocyte growth and maturation occur at a late
postnatal stage, it is conceivable that during the perinatal period
ependymal GSTs play a major role in conjunction with choroidal
enzymes in the detoxification of potentially neurotoxic lipid per-
oxidation products released by neural cells (Lovell et al., 2000;
Hubatsch et al., 2002).

The profile of GST isoenzymes expressed in the ependyma
differs from that in the choroid plexuses. Histologically, the cho-
roidal epithelium and the ependyma share a neuroectodermal
origin. Yet, the marked differential expression of GSTu5 and
GST 2 between these epithelial cell layers implies that they
should be considered as independent interfaces with respect to
their metabolic properties. The exact functional significance of
this difference calls for additional investigations.

To be fully efficient, GSTs need to work in concert with cellu-
lar efflux systems that can export the metabolites out of the pro-
ducing cells. In some instances, the efflux system can govern the
cell sensitivity to toxicants (Paumi et al., 2001). We showed that
intracellular GSH conjugates are exported by a probenecid-
sensitive organic anion transporter at both the ependyma and the
choroidal epithelium. The organic anion transporter Slc21a5 and
the export pumps Abccl and Abcc4, which transport GSH con-
jugates, are present at the basolateral membrane of the choroidal
epithelium (for review, see Ghersi-Egea et al., 2006). They likely
participate in the GSH-dependent detoxification pathway in cho-
roid plexus. The identity of the transporters involved in GSH
conjugate efflux in the ependyma is more elusive, and the trans-
porter-mediated ependymal efflux process discovered in this
work opens a new field of investigation on transport mechanisms
in the CSF-brain interface. Of note, the cystine/glutamate anti-
porter expressed in both the choroid plexus and the ependyma
(Sato et al., 2002; Lee et al., 2012) should favor de novo GSH
synthesis within these interfaces to replenish the intracellular
pool of this essential cofactor.

In conclusion, the GSH-dependent metabolic detoxification
capacity of the choroid plexuses and ependyma during the post-
natal period identifies these structures as key actors in the protec-
tion of the developing brain, at a time when the astrocytic
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network is still immature and liver xenobiotic metabolism is lim-
ited. This reveals a new facet of the means by which the brain can
protect itself at a period of high vulnerability. The choroid plex-
us—CSF pathway is also highly significant for drug delivery into
the CNS during the perinatal period (Strazielle and Ghersi-Egea,
2016). Taking into account the metabolic process highlighted in
this work will be useful in understanding the mechanisms setting
the cerebral bioavailability of therapeutic agents at that develop-
mental stage, and to optimize neonatal and pediatric pharmaco-
logical treatments.

Note Added in Proof. The names of the authors were acciden-
tally incorrectly listed backwards in the Early Release version
published March 5, 2018. The author names have now been
corrected.
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ABSTRACT Drug bioavailability to the developing brain is
a major concern in the treatment of neonates and infants as
well as pregnant and breast-feeding women. Central adverse
drug reactions can have dramatic consequences for brain de-
velopment, leading to major neurological impairment.
Factors setting the cerebral bioavailability of drugs include
protein-unbound drug concentration in plasma, local cerebral
blood flow, permeability across blood-brain interfaces, bind-
ing to neural cells, volume of cerebral fluid compartments,
and cerebrospinal fluid secretion rate. Most of these factors
change during development, which will affect cerebral drug
concentrations. Regarding the impact of blood-brain inter-
faces, the blood-brain barrier located at the cerebral endothe-
lium and the blood-cerebrospinal fluid barrier located at the
choroid plexus epithelium both display a tight phenotype ear-
ly on in embryos. However, the developmental regulation of
some multispecific efflux transporters that also limit the entry
of numerous drugs into the brain through barrier cells is ex-
pected to favor drug penetration in the neonatal brain.
Finally, drug cerebral bioavailability is likely to be affected
following perinatal injuries that alter blood-brain interface
properties. A thorough investigation of these mechanisms is
mandatory for a better risk assessment of drug treatments in
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pregnant or breast-feeding women, and in neonate and pedi-
atric patients.

KEY WORDS blood-brain barrier - cerebrospinal fluid -
choroid plexus - development - efflux transporters

ABBREVIATIONS

ADR  Adverse drug reaction
BBB Blood-brain barrier
BCSFB  Blood-CSF barrier

CNS Central nervous system

CSF Cerebrospinal fluid

INTRODUCTION

Drug bioavailability to the central nervous system (CNS) is a
major concern in neonatal and pediatric treatments. Both the
perinatal period lasting from the 26th week of gestation to one
month after birth and the postnatal period covering the first
few years of life in human are critical for neural cell matura-
tion and neuronal network formation. Overexposure to phar-
macologically active molecules or toxic xenobiotics, at these
periods of life can impair neural cell division, migration, dif-
ferentiation, and synaptogenesis. Consequences can be dra-
matic and include life-long neurological impairments. Hence,
dosage of drugs used to treat CNS diseases in newborn and
children needs careful adjustments. Using drugs to treat non-
CNS diseases in this population is also challenging, because of
the risk of potential central side effects.

Far too little accurate information is currently available on
drug efficacy, safety, pharmacokinetic, and pharmacodynam-
ic in the neonatal and pediatric population. The range of
approved therapeutic molecules available to treat CNS or
non-CNS diseases in neonates and children is very limited.
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Most of the drugs available on the market are not recom-
mended for the neonatal and pediatric population, although
such decisions have not been supported by scientific studies.
Limitation of drug approval also bears on placental permissive
drugs prescribed to pregnant women. Clinicians have a very
succinct number of approved drugs to treat mother illnesses,
or to prevent or treat the consequences of perinatal injuries
such as hypoxia, inflammation or infection in babies.

Therefore, prescription of unlicensed or off-label medicines
for those populations is very common, reaching 45 to 60% of
prescribed drugs in the pediatric population in Europe, and
more than 90% in the premature neonate subpopulation (1).
Not surprisingly, several studies have shown that in children,
the risk of developing adverse drug reactions (ADRs) is higher
for off-label and unlicensed medicines than for authorized
medicines (2—4). Like in adult, the risk of ADRs in children
1s clearly dependent on the type of medicine used (e.g. anti-
cancer drugs have a high potential for ADRs) and on the
number of drugs administered. Large associations induce ad-
ditive risks and drug-drug interactions. This can explain why
ADRs occur in 10% of hospitalized children, which are often
polymedicated (2). According to prospective and retrospective
studies, ADRSs in the pediatric population are frequently at-
tributed to anti-infectious, anti-epileptic, and non-steroidal
anti-inflammatory drugs (2,5,6). Drugs used to treat attention
deficit hyperactivity disorders, prescribed especially by physi-
cians from North America, are also involved in ADRs in the
pediatric population (5). The most frequently reported ADRs
in children are skin disorders, CNS disorders, and fever, with
CNS disorders amounting to 11-25% of ADRs (2,5,6).
Different types of drugs are suspected of inducing neurotoxic
ADRs. Retrospective studies suggested that exposition to an-
esthetics and sedatives during the first years of life amplifies the
rate of behavioral, learning, or developmental disabilities dur-
ing childhood. Anesthetic exposition concerns 3.5 to 4.5 mil-
lions of children under 36 months of age every year in the US
(7). Other therapeutic drugs, which can be taken by pregnant
women or breastfeeding mothers, can induce neurotoxic
ADRs. These include antiepileptic drugs, antidepressants
and corticosteroids (5,8). Even excipients can induce neu-
rotoxic effects. As an example, some surfactants can in-
hibit the protective efflux transport capacity of the blood-
brain barrier (BBB) (9).

To remedy this worrisome situation, governments encour-
age drug companies to provide new pediatric information by
extrapolating data on efficacy from adult to children if possi-
ble, or by conducting specific pediatric studies when necessary
(10,11). In 2002, the US Food and Drug Administration
(FDA) published the Best Pharmaceuticals for Children Act
(BPCA), which incites drug companies to conduct FDA-
requested pediatric studies. In 2003, this act was reinforced
by the Pediatric Research Equity Act, which permits FDA to
require pediatric studies under certain circumstances. Few
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years later, the European Medicines Agency (EMA) organized
the Pediatric Regulation, which aims at facilitating the devel-
opment and availability of medicines for the pediatric popu-
lation. In particular, the EMA has conducted an important
survey among health professionals to precisely define pediatric
drug requirements (12). Analyzing this survey indicated that
for most drugs, dose information, efficacy, safety, and phar-
macokinetic studies in the pediatric population are lacking.
Cerebral drug bioavailability, pharmacology and toxicity are
especially poorly documented (13). The penetration of drugs
into the developing CNS is set by multiples parameters, some
relevant to general pharmacokinetic principles, other specific
to the anatomical organization and functions of blood-brain
interfaces, which change throughout brain development. Our
current partial knowledge of these developmental specificities
1s reviewed 1n the next sections.

PHARMACOKINETIC FACTORS AFFECTING
CEREBRAL DRUG DELIVERY
IN THE DEVELOPING BRAIN

Plasma Drug Concentration

Plasma drug concentration over time is the first factor
influencing the cerebral availability of a drug. The factors that
influence drug pharmacokinetic in plasma during infancy and
adulthood are different (5). For instance, gut flora changes
during development, as well as gastric pH, which decreases
from neutral to acidic. Transdermal and pulmonary absorp-
tions are more efficient in young than in adult patients.
Opverall blood flow is reduced in younger individuals. The
body water-to-body fat ratio is higher in children and this
increases the distribution volume of hydrophilic drugs. The
hepatic drug metabolism machinery differs between infants
and adults. FFor instance, the expression of the important drug
metabolizing cytochrome P-450 CYP3A4 is low at birth, and
increases sharply during the first 3 months of life. In contrast,
cytochrome P-450 CYP3A7 expression peaks shortly after
birth and disappears in adulthood in most individuals.
Finally, renal tubular secretion and glomerular filtration are
reduced in neonates, thus affecting drug elimination. (5). All
these developmental differences in absorption,
biodistribution, metabolism and clearance account for differ-
ences in plasma concentration profiles between adult and
newborn individuals, as illustrated for morphine in pig (14).
These age-related variations greatly impede a safe extrapola-
tion of drug plasma pharmacokinetic data from adults to
younger populations in human.

In adult, the blood-brain interfaces are not permissive to
proteins unless receptor-mediated transcytotic mechanisms
exist. As a result, the unbound drug concentration in plasma
1s the driving force for drug penetration into the adult brain.
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This unbound drug concentration depends on the extent of
drug binding to different plasma proteins, whose respective
concentrations change throughout development. For instance,
fetuin concentration in plasma is higher in preterm babies
than in end-of-term babies (15). Total protein concentration
in plasma increases from 5.9+ 0.4 to 7.2+ 0.6 g/100 mL
between birth and adulthood, and albumin concentration
parallels this increase (16). These changes will affect the un-
bound drug fraction in plasma, hence their extent of brain
penetration. It is noteworthy that, especially during prenatal
development, drug-protein complexes may nevertheless reach
the cerebrospinal fluid (CSF) and the brain through the cho-
roid plexuses (see below). Finally, newborns and preterm in-
fants present higher levels of bilirubin bound to albumin than
the adult. In this young population, highly protein-bound
drugs can displace bilirubin from albumin to a greater extent
and cause a neurotoxic syndrome (17,18).

Factors Related to Specific Features of Brain Physiology

The overall cerebral drug concentration is also dependent on
factors pertaining to the physiology and anatomical organiza-
tion of the developing brain. The brain develops within the
cranial cavity in a liquid environment provided by the CSF
circulation. Blood-to-brain drug transfer can take place either
across the BBB located at the endothelium of the microvascu-
lature, or across the epithelium of the choroid plexuses that
forms the barrier between blood and the ventricular CSF (19)
(Fig. 1). The arachnoid membrane, which is part of the me-
ninges, forms a second barrier between blood and CSF, but is
a less significant gateway for drug entry into the brain, as it is
situated downstream in the CSF circulatory system. Because
of this complex blood-brain interface organization, brain-
specific factors influencing the distribution of drugs into this
organ are multiple, and their influence differs between the
developing and mature brain. A large part of our knowledge
about factors that set blood-brain exchanges during develop-
ment comes from experimental data gathered in particular in
rodents. Because birth occurs at an earlier stage of develop-
ment in rat and mouse as compared to human (20), some
aspects of the neonatal period in these animal species reflect
the situation of a late stage of gestation in human. This com-
plicates the extrapolation of experimental data on blood-brain
exchanges to human, but several main factors differently
influencing drug delivery to the developing and adult brains
can nonetheless be identified.

Brain Hemodynamics

The extent of penetration of highly CNS permissive drugs, 1.e.
drugs completely extracted from the blood during the first
pass through the brain, is dependent on the local cerebral
blood flow (21,22). Experimental data show that this flow is

lower and more homogeneous among brain structures in the
developing than the adult brain (23). The local parenchymal
capillary density and the development of choroid plexus villi
set the surface area available for exchange across blood-brain
interfaces. In adult, the capillary density is very high, with
differences between brain structures. The white matter is less
vascularized than the grey matter (24). The choroid plexuses
also develop a significant surface area of exchange between
blood and CSF, owing to their anatomical organization in
numerous villi and to the peculiar morphology of their
epithelium presenting basal membrane infoldings and an
extensive network of microvilli at the apical membrane (25)
(Fig. 1). The density of the microvasculature increases during
pre- and postnatal development. The combined effects of a
decrease in neural cell density and an increase in the vascular
network in the rat cortex during the first three weeks of life
lead to a vessel-to-neural cells ratio that increases 23 times
between birth and 21 days of age (26). In contrast, the choroid
plexuses develop early in the fetal brain in mammals (27), and
already represent a large surface of blood-CSF exchange at
the perinatal period. In addition, choroid plexuses display the
highest cerebral blood flow of all cerebral structures, and the
choroid plexus-to-cortex local blood flow ratio is even higher
in the developing (ratio of 8) than adult (ratio of 4-6) brain
(28). Although choroid plexuses are still growing postnatally to
follow overall brain growth, the relative importance of the
choroidal blood-CSF barrier (BCSIFB) versus the BBB as a gate
of entry into the CNS is higher during postnatal development
than in adult.

Permeability across Blood-Brain Interfaces

The permeability across blood-brain interfaces can vary be-
tween developmental stages. This is a determinant factor,
which depends on the efficiency of tight junctions, trans-
porters, and vesicular processes at brain barriers. This will
be examined in more details in the next section.

Drug Binding to - and Uptake by Neural Cells

Binding and uptake processes can occur in neurons, astro-
cytes, oligodendrocytes and myelin sheets. They explain the
apparent overall cerebral accumulation of certain drugs, but
because these processes decrease the free drug concentration
in the extracellular space, they diminish the efficacy of mole-
cules acting on plasma membrane receptors (29). While the
time of birth does not correspond to the exact same stage of
development among species (20), the sequence and relative
rate of progress of neural events that conduce to brain devel-
opment and maturation is very similar (20). Myelination oc-
curs gradually during pre- and postnatal development, and
astrocyte maturation happens mostly during the postnatal pe-
riod both in mouse and in human (20,30). The influence of
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Fig. | Schematic representation of the two major blood-brain interfaces. The left panel illustrates the flow of cerebrospinal fluid (blue) and the localization of the
choroid plexuses (red) in the human brain. The right panel is a cartoon representing the different tissues of the doted rectangle. The structural features of the
blood-brain barrier (BBB) and blood-CSF barrier (BCSFB) are illustrated. The endothelial cells of the microvessels, sealed with tight junctions (red circle), form the
BBB. They are in close proximity to pericytes (orange cell). Astrocytic endfeet (dotted grey cell membranes) unsheathe the microvessels. These astrocytic
processes appear only gradually during the peri- and postnatal stage of development. The epithelial cells of the choroid plexuses, also sealed by tight junctions,
form the BCSFB. Basolateral infoldings and apical microvilli extend the surface area available for regulated exchanges between the blood and CSFE The choroidal
capillaries do not display a BBB phenotype as they are fenestrated (purple circle). Modified from (72).

such developmental changes on drug binding to neural cell
membranes is expected to be significant both in human and in
animal models used for drug pharmacokinetic studies, but this
has not been documented. Evaluating changes in unbound
drug concentration in the brain extracellular space during
development is further complicated by the presence of higher
amounts of plasma proteins in brain fluids of developing indi-
viduals compared to adults.

Dynamics of Interstitial Fluid and CSF Flows

The overall cerebral biodisposition of drugs is greatly influenced
by the three following factors: drug diffusion through the extra-
cellular space, drug circulation along perivascular spaces, and
the sink action of CSF. All three factors are evolving with age.
First, the extracellular space volume changes during postnatal
development. In rat, it represents about 40% of the parenchyma
volume in 2- to 3-day-old animals, and decreases thereafter to
reach the adult value of around 20% (26,31). Consequently,
drug diffusion rates within the brain parenchymal extracellular
space are likely to differ between developing and adult brain
(32). Second, drug circulation along perivascular spaces in both
directions (subarachnoid spaces to brain and vice versa) also
depends on the progressive establishment of the adult brain
vascular network. Third, the characteristics of the CSF circula-
tion differ greatly between developing and adult brain. The GSF
is secreted mainly by the choroid plexuses. It flows through the
ventricles of the brain, then into the subarachnoid and cisternal
spaces, before being resorbed in the venous system through the
arachnoid granulations or in the lymphatics along cranial nerves
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and olfactory bulbs (33,34). The ratio of CSF to brain tissue
volume 1s much higher in the developing brain than in the adult.
In rat, the volume of CSF relative to the cranial cavity is 3 times
higher two days before birth than nine days after birth (35) (Fig.
2). In addition, the rate of CSF secretion by the choroid plexuses
is lower in embryos and neonates than in adults (36,37, and
reviewed in 38). As a correlate, CSF flow rate is low in the
developing brain as compared to the adult brain (39), which
should favor drug accumulation into the CSF, even if the overall
CSF turnover (secretion rate as a percentage of GSF volume)
does not change much during development (40). Thus, CSF
could act as a large reservoir for drugs that crossed the
BCSFB, and the choroid plexus-CSF system is likely to
play a significant role in controlling drug concentration
into the parenchyma during the perinatal and postnatal
periods. As an example, morphine reaches higher concen-
tration levels in CSF in neonatal pigs as compared to
older animals, and the drug turnover in CSF is lower (14).

SPECIFICITIES OF BLOOD-BRAIN INTERFACE
PERMEABILITY TO DRUGS

DURING THE PERINATAL AND POSTNATAL
PERIODS

Mechanisms Regulating Blood-Brain Interface
Permeability to Drugs

The ability of pharmacological compounds to cross blood-
brain interfaces i1s a major factor setting their cerebral
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Fig. 2 Cutting-plane photographs
of a whole-head mounted
specimen illustrating the importance
of CSF spaces in a | 9-day-old rat
fetus. The blue lines delineate fluid
spaces (ventricles, subarachnoid
spaces, cisterns) and the cranial
cavity. Aq: aquaduct; Cb:
cerebellum; Cx: cerebral cortex; IC:
inferior colliculus; Med: medulla;
MG: Medial geniculate complex, P:
pons. Experimental protocol as
described in (35).

bioavailability. In adult, as tight junctions seal both the endo-
thelial cells that form the BBB and the choroidal epithelial
cells that form the BCSFB, drug access to the brain is through
the transcellular pathway. Non-specific transcytosis does not
occur at the BBB. Drug entry into the brain occurs only for the
free fraction of the compound, through diffusion across cell
membrane, and is set by the lipophilicity and size of the drug.
Overton’s rule predicts blood-brain permeability to be rough-
ly proportional to the octanol/water partition coefficient of
the drug divided by the square root of its molecular weight
(21). Thus, highly polar compounds, especially large ones,
have a very limited access to the brain, unless they are sub-
strates for influx transporters. The latter systems are highly
specific for natural endogenous nutrients and micronutrients,
and seldom accept structurally modified substrates. They are
solute carrier (SLC) members, and contribute to the cerebral
delivery of only a few drugs (41,42 and reviewed in 43).
Examples include Slcl16al/Mctl for valproic acid, Slc7ab/
LAT-1 for antiepileptic drugs such as gabapentin, and
Slc22a5/0ctn2 for cholinesterase inhibitors. These three
transporters locate on both membrane domains of the barrier
cells. By contrast, an array of multispecific efflux transporters
prevent or reduce the blood-to-brain and blood-to-CSF pen-
etration of a large range of lipophilic xenobiotics, including
Immunosuppressor, antiretroviral, antibiotic, antitumoral, an-
tiepileptic, antidepressant, anti-inflammatory, antidiabetic,
and psychotropic agents (for bibliographic references, see
19). These transporters belong to the ATP Binding Cassette
(ABC) transporter families ABCC, ABCB, ABCG, and to the
SLC21/SLCO (organic anion transport polypetide) and
SLC22, SLC15, SLC29, and SLC47 subfamilies. These var-
ious transport proteins can also increase the elimination of
their drug substrates from the brain/CSF spaces (reviewed
in 19). Of note, a number of these therapeutic agents are
prescribed to pregnant women and may pass the placental
barrier (44). The main drug efflux transporters include

ABCBI (p-glycoprotein), ABCG2 (breast cancer resistant pro-
tein), ABCC1 and 4 (multidrug resistance associated protein),
SLC22A8 (organic anion transporter 3), and SLCOs. At the
choroid plexus, an additional enzymatic barrier exists, that
metabolizes selected xenobiotics (45). Recent drug develop-
ment has introduced biotherapeutic macromolecules such as

antibodies. The brain bioavailability of immunoglobulins,
which from their size and polar nature are not prone to diffuse
across cellular membranes, is further limited by an efflux
mechanism located at both the BBB and BCSFB, likely in-
volving the FcRn receptor (19,46).

Transport Properties of Blood-Brain Interfaces
during the Perinatal and Postnatal Period

For decades, blood-brain interfaces of the developing brain
have been considered immature and “leaky”. This immaturity
has been revisited, and it is now acknowledged that tight junc-
tions form precociously. It occurs both in the nascent cerebral
microvessels under the influence of the Wnt/B-catenin path-
way and of recruited pericytes, and in the choroidal epitheli-
um by a yet unknown mechanism (reviewed in 19). In human,
claudin 5, a landmark of BBB tight junctions, already seals
endothelial cells of brain vessels at 5—7 weeks post conception
(47). Similarly, claudin 5, ZO-1, and occludin form tight junc-
tions in cerebral endothelial cells in 12-day-old rat embryos
(30). Claudin 1, a landmark of BCSFB tight junctions, is pres-
ent at cell-cell contact between choroidal epithelial cells as
carly as week 8 of gestation in human, and probably sooner
(48). These structural features efficiently seal the paracellular
pathway in both barriers, as demonstrated experimentally in
rat and opossum fetuses (49,50). Non-specific vesicular trans-
port across cerebral endothelial cells decreases rapidly during
fetal development, under the influence of pericytes (30,51).
Therefore, lipophilicity and size are key factors setting drug
diffusion through blood-brain interfaces in younger
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individuals as in adult. As an example, in pig, a precocial
species whose brain developmental pattern closely mimics
that of primates (52), the transfer constant for mannitol
across the BBB in newborn was found similar to that
measured in adult (53).

There are however substantial differences in the expression
of drug influx and efflux transporters at the BBB and BCSFB
between the developing and adult brain. Developmental pro-
files of expression have not been thoroughly investigated for
all transporters. Among the few influx transporters mediating
drug entry into the brain (see above), MC'T'1 1s expressed at a
higher level at the BBB in neonatal rat than in adult (54).
Owing to their more potent impact on drug delivery to the
brain, efflux transporters deserve more attention. The main
findings collected from the literature have been analyzed in
details in (55), and are summarized in Fig. 3. Three main
conclusions provided by these data are as follows.

First, the developmental pattern of expression of efflux
transporter genes is more stable in the choroid plexuses than
in the BBB. In the latter barrier, several efflux carriers are
expressed at substantially lower levels during development
compared to adulthood. In particular, although ABCBI and
ABCC4 expression increases in cerebral capillaries during
preterm development, a period during which the placental
barrier efficiency decreases, it remains low around birth as
compared to the adult (reviewed in 55). This suggests that
the developing brain will be more sensitive to drugs that are
substrates for these efflux carriers. A quantitative analysis of
ABCBI protein level in capillaries isolated from 9-day-old and
adult rats revealed a 5-fold difference between the two stages
(56). Assuming the conservation across species of the sequence

and progress of neural events setting brain development and
maturation (20) can be extended to those of blood-brain bar-
rier functions, these rodent data predict that infants would
have a lower BBB-associated ABCB1 protein level than the
adult human. This prediction is in line with immunohisto-
chemical and PET data collected in human and non-human
primates (reviewed in 55). The time of ABCBI induction
and the lack of pericyte influence on this process suggest that
the upregulation of this transporter during development re-
sults from increasing astrocyte endfeet differentiation and in-
fluence on the BBB (30,57).

Second, several efflux transporters are expressed at
higher levels during development than in adulthood.
This occurs mainly in choroid plexus. Thus, like for influx
carriers (58), the developmental regulation of efflux trans-
porters seems to relate to stage-specific developmental
needs rather than reflect an overall immaturity of the
barriers, at least at the BCSFB site.

Third, species differences in transporter expression exist
and need to be taken into account when evaluating drug
transport to the developing brain. In the human BBB,
ABCG?2 seems to be expressed at higher levels than ABCBI,
while the opposite is true in the mouse (59). Furthermore,
while ABCBI expression level increases largely between neo-
nates and adults, ABCG2 expression remains steady through-
out development in the cerebral endothelium of all species.
These two transporters have partially overlapping substrate
specificities. Thus, variations in the BBB permeability to drugs
that are substrates of both ABC proteins between developing
and adult individuals will depend on the respective affinity of
these drugs for the two transporters, and may be less
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important in human than in rodents. Finally, the drug metab-
olism capacity of the choroid plexus tissue has not been exten-
sively investigated in the developing brain in human. Partial
findings, mainly obtained in rodents, suggest that these mech-
anisms are functional in choroid plexuses during the perinatal
period (60).

The downregulation of non-specific intracellular vesicular
transport through cerebral endothelial cells and the molecular
organization of efficient interendothelial tight junctions occur
rapidly after formation of neovessels in embryos, as a result of
pericyte-mediated signaling (51). This prevents albumin to
enter the brain through the BBB (61). Yet plasma proteins
are found in the brain, especially in the CSF, explaining why
the barriers were previously considered as immature and leaky
during development. The level of plasma proteins in the fetal
and neonatal CNS results from the low turnover of GSF at
these stages, and from the presence of specific protein-
transporting cells in the choroidal epithelium (reviewed in
19). It is conceivable that albumin-bound drugs can enter
the CSF and brain through these transporting cells. The sig-
nificance of this pathway for the entry of some drugs into the
CNS remains to be evaluated.

Finally, new generation drugs are appearing in the clinic,
or are currently under development. These include large mo-
lecular weight proteins such as antibodies, nanoparticle car-
riers developed for gene or enzyme therapies, engineered
cells, viral capsids. Some of these new generation drugs are
developed to treat brain illnesses, and mechanisms of protein
or particle translocation into the brain are explored. The most
promising approach appears to be through receptor-mediated
transcytosis, targeting BBB and BCSFB enriched receptors
such as members of the LRP family (55,62). These receptors
are important for normal brain function, and may display
developmental specificities to adjust the need of the maturing
brain. Hence, a thorough investigation of the expression and
function of these receptors throughout development is
needed.

INFLUENCE OF BLOOD-BRAIN INTERFACE
ALTERATIONS ON DRUG DELIVERY
TO THE DEVELOPING BRAIN

Several pathological events such as inflammation, hypoxia,
hyperbilirubinemia, or exposure to environmental toxicants
during the perinatal period can induce neurological adverse
effects. An alteration of the integrity of blood-brain interfaces
can occur during perinatal injuries, as blood-brain interfaces
display structure- and stage-specific sensitivity to different
stresses. I'irst, some parts of the developing brain present a
physiologically more fragile BBB. For instance, the germinal
matrix is particularly prone to brain hemorrhage during peri-
natal development because this highly vascularized structure is

characterized by capillaries presenting a large diameter, a thin
basement membrane, and few pericytes (63). Second, inflam-
mation and infections produce complement proteins, pro-
inflammatory cytokines, and endotoxins that can affect the
BBB during development, in particular by modifying the ex-
pression and subcellular localization of tight junction proteins.
A specific susceptibility of the BBB following exposure to en-
dotoxin around birth has been documented. It results in pro-
tein extravasation into the white matter (64). Placental or ma-
ternal exposure to endotoxins can also alter the BBB in fetuses
(65). Third, a window of increased susceptibility for hyp-
oxic ischemic insults, stroke, and traumatic brain injury
exists during the perinatal period. It induces exacerbated
brain damage with more dramatic cognitive impairment
when the injury occurs in the developing brain as com-
pared to the sequelae observed in adults following the
same type of injury. In these pathologies, the BBB is
altered. Alterations result from the direct or indirect ef-
fects of free radical formation, excitotoxicity, upregula-
tion of vascular endothelial growth factor, and cytokine
production (reviewed in 63,66). However, whether the
specific perinatal vulnerability of the brain to hypoxic-
ischemic stresses including stroke translates in an exacer-
bated alteration of the BBB remains debated (e.g. 67,68).
Overall, an alteration of the BBB integrity during peri-
natal injuries may increase brain vulnerability to thera-
peutic drugs. This remains to be documented as no effect
of perinatal injuries on cercbral drug delivery has been
reported so far.

Perinatal insults may alter the capacity of blood-brain in-
terfaces to protect the brain in a more subtle way and affect
mainly efflux transporter functions. Pathologic neonatal jaun-
dice, occurring when the plasma bilirubin concentration ex-
ceeds the albumin binding capacity, induces permanent neu-
rological sequelae. Unbound bilirubin readily crosses blood-
brain interfaces and is toxic to neural cells, impairing normal
brain development. Bilirubin is a substrate for ABCC1 located
in the choroid plexuses. Exposure of choroid plexuses to
bilirubin does not impair the tightness of the BCSFB junc-
tions, but specifically leads to a decrease in ABCC1 pro-
tein level in the epithelial cells, thus weakening the barrier
efflux properties (69). Repeated administration of antena-
tal glucocorticoids downregulates ABCBI1 expression in
the BBB during the early postnatal period (70), a phe-
nomenon that seems exacerbated by exposure to inflam-
matory mediators (71). Expression levels of Abcbl, Abcg?2
and Slc22a8 genes is also decreased in cerebral endothe-
lial cells isolated from the injured brain region one day
after stroke in rat neonates (68). Thus, by altering the
structural and/or biochemical barrier properties of the
BBB and BCSFB, various perinatal or postnatal injuries
may favor drug penetration in the developing brain, and
in most instances enhance the risk of ADRs.
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CONCLUSION

Both the blood-brain and the blood-CSF interfaces are effi-
cient barriers toward the entry of polar drugs into the neonatal
and postnatal brain. Efflux transporter-mediated barrier
mechanisms acting on more lipophilic compounds are likely
to be efficient around birth at the BCSFB, whose barrier
properties mature at an early fetal stage. The degree of pro-
tection may not be so precocious at the BBB, where the ex-
pression of several transporters is downregulated by compar-
1son to the adult levels. Additional characteristics of the devel-
oping brain, independent of the barrier permeability, are also
important factors setting the cerebral concentration of drugs.
Finally, changes in barrier properties induced by perinatal
pathologies can alter the permeability of blood-brain inter-
faces to drugs. Our current knowledge of the different factors
influencing CNS drug bioavailability in the developing brain
is only partial. Further thorough investigations are needed
before the risks of CNS adverse effects can be safely managed
when treating neonates and infants, as well as pregnant wom-
en and breast feeding mothers.
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RESUME

Plus de 50 % des handicaps neurodéveloppementaux sont dus a une exposition périnatale a des stress toxiques ou
oxydants. Comprendre comment le cerveau est protégé au cours du développement périnatal et pourquoi ses mécanismes
de défense sont dépassés lorsque 1’enfant est soumis a un stress important est donc crucial. La barriére sang — liquide
céphalorachidien (LCR), localisée au niveau des plexus choroides, présente une capacité de détoxification élevée et
pourrait donc avoir un réle prépondérant dans la protection du cerveau au stade périnatal. Nous avons étudié la capacité
de plusieurs enzymes choroidiennes a protéger l'environnement liquidien cérébral pendant la période postnatale chez le
rat, et évalué si leurs activités pouvaient étre induites par la voie du nuclear factor erythroid-2-related factor 2 (Nrf2).
Le facteur Nrf2 peut en effet moduler I’expression de différents génes codant pour des enzymes de détoxification. Nous
avons montré que les glutathion transférases (Gst) et les glutathion peroxydases (Gpx), intervenant respectivement dans
I’inactivation des molécules toxiques et dans la régulation du stress oxydant, présentaient des activités choroidiennes
¢levées pendant la période postnatale, et avons caractéris¢ fonctionnelement leur capacités de neuroprotection. Le
traitement des ratons avec du diméthylfumarate (DMF), inducteur de la voie Nrf2, induit la migration nucléaire de Nrf2,
augmente 1’activité choroidienne Gst, et réduit de 40 % le passage cérébral de toxiques substrats des Gst. Ces données
montrent la capacité neuroprotectrice précoce des plexus choroides, et indique qu’elle peut é&tre induite
pharmacologiquement.

Mots clés : Plexus choroides, Glutathion transférases, Glutathion peroxydase, Liquide céphalorachidien, Nrf2,
Diméthylfumarate

ABSTRACT

Glutathione-dependant neuroprotection mechanisms in the choroidal blood - cerebrospinal fluid barrier during
perinatal development

More than 50 % of intellectual or sensory-motor deficits in children are due to perinatal exposure to oxidative stress or
toxicants. Understanding brain protection mechanisms during development is crucial to design therapeutic strategies to
address these disabilitating disorders. The choroid plexuses, forming an interface between the blood and the
cerebrospinal fluid (CSF), have a high detoxifying capacity, suggesting their involvement in neuroprotection. The
nuclear factor erythroid-2-related factor 2 (Nrf2) pathway can modulate the expression of several genes encoding for
antioxidant proteins and detoxifying enzymes. We studied the ability of several choroidal enzyme families to protect the
brain fluid environment during the postnatal period in rat and explored whether this protection can be enhanced by Nrf2
pathway. We focused on glutathione transferases (Gsts), which conjugate toxic compounds to glutathione, and
glutathione peroxidases (Gpxs), which detoxify reactive oxygen species. Gst and Gpx specific activities were high during
the postnatal period in choroid plexuses compared to the cerebral cortex, and their neuroprotective functions were
efficient. The Nrf2 factor is expressed in choroid plexuses during the perinatal period. Treatment of rat pups with Nrf2
activator dimethylfumarate induced Nrf2 nuclear translocation and increased Gst activities in choroid plexus tissues. The
dimethylfumarate treatment resulted in a large decrease of the blood-to-CSF permeability of a prototypical Gst substrate.
These data substantiate the early neuroprotective functions of choroid plexuses, which can be enhanced upon treatment
with clinically used pharmacological compounds.

Key word: Choroid plexuses, Glutathione transferases, Glutathione peroxidases, Cerebrospinal fluid, Nrf2,
Dimethylfumarate
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