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RESUME

La barriére hémato-encéphalique (BHE) est la structure essentielle au systeme nerveux central
(SNCQ), localisée au sein des capillaires cérébraux. Elle est responsable du maintien de ’homéostasie
cerébrale ainsi que de sa protection. En effet, les pathologies affectant le SNC sont souvent associées a
une altération au niveau de la BHE. L’un des nombreux facteurs, pouvant altérer I’homéostasie du SNC,
est I’hypoxie puisque le cerveau est le premier consommateur d’oxygéne. De nombreuses études ont
démontré qu’une hypoxie aigiie (modélisation de 1’ischémie cérébrale transitoire ou I’AVC), altere la
perméabilité de cette barriere. Cependant, certaines pathologies sont liées a une hypoxie intermittente,
notamment les troubles respiratoires associés au sommeil, comme le syndrome d’apnées du sommeil.
Cette hypoxie intermittente ne semble pas étre sans conséquence sur la structure et la fonction du
cerveau, car des ¢tudes menées chez I’Homme ont démontré que ces patients souffraient de troubles
cognitifs. L’enjeu dans 1’étude de ces pathologies est d’avoir une meilleure compréhension des
mécanismes amenant a ’altération de la BHE, afin de développer des stratégies thérapeutiques
adéquates. Toutefois, peu d’études a ce jour se sont intéressées a I’impact de I’hypoxie intermittente sur
la BHE en raison de la complexité du cerveau. De ce fait, les modeles in vitro de BHE semblent étre des
outils adéquats a 1’étude de la BHE en conditions pathologiques. L’objectif de ce travail de these a été
de mettre en place un modele in vitro de BHE permettant I’¢tude de I’impact de stress hypoxiques répétés
sur I’intégrité de cette barriére.

Le modeéle mis en place est un modele de co-culture « contact » mettant en jeu des cellules
endothéliales cérébrales immortalisées de souris et des astrocytes immortalisés de rat. En effet, de
nombreuses études ont montré 1’importance des interactions entre les astrocytes et les cellules
endothéliales, dans la mise en place du phénotype de barriére de la BHE. Nous avons fait le choix de
développer un modéle murin afin d’étre en adéquation avec les études menées, chez le petit animal, au
laboratoire. Ce modéle a été caractérisé en termes de résistance électrique transendothelial (TEER), de
perméabilité membranaire, de jonctions serrées et de transporteurs d’efflux. Ce modéle répond aux
criteres attendus pour un modéle in vitro de BHE et est rapide & mettre en place.

L’impact cellulaire de ’hypoxie intermittente est difficile a étudier in vitro en raison de la
rapidité du phénomeéne. De ce fait, nous avons mis en place une méthode alternative d’induction de
stress hypoxique par un agent chimique, 1’hydralazine, qui soit reproductible, contrdlable et réversible,
afin d’étudier les mécanismes cellulaires et moléculaires induits au niveau de cette BHE. Cette méthode
a été validée par comparaison avec une hypoxie physique. Les résulats ont montré que 1’induction de
HIF-1a (facteur de I’hypoxie) était similaire avec les deux méthodes et que I’impact sur le modele de
BHE était semblable entre une induction avec I’hydralazine et celle induite par une hypoxie physique.
Par la suite cette méthode d’induction d’hypoxie par ’hydralazine, a permis d’étudier les conséquences
de stress hypoxiques répétés sur ’intégrité de la BHE sur un temps de 24 heures. Nos résultats ont
montré qu’un stress hypoxique répété altérait de facon progressive la voie paracellulaire des cellules
endothéliales, en diminuant 1’expression des protéines de jonctions serrées de notre modeéle. Par ailleurs,
la voie transcellulaire est également affectée car ’activité des transporteurs d’efflux est augmentée.

Ce travail a permis de mettre en place une méthode alternative d’induction de I’hypoxie qui est
contrélable et reproductible dans le temps. De plus, c’est la premiére étude menée in vitro qui s’ intéresse
aux conséquences de stress hypoxiques répétés sur ’intégrité de la BHE. Ainsi ce travail a permis
d’apporter des premiers éléments de réponses sur les mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués
dans les pathologies liées a des stress hypoxiques répétes.

Mots clés : barriere hémato-encéphalique, hydralazine, hypoxie répétée, modele in vitro, intégrité
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Introduction



Le bon fonctionnement neuronal du systeme nerveux central (SNC) nécessite un
controle et un maintien de I’homéostasie, ainsi que des structures permettant son
approvisionnement en oxygéne et en nutriments. Le fonctionnement optimal du systéme
nerveux est permis par deux structures biologiques : la barriére hémato-liquidienne (BHL), qui
contr6le les échanges entre la circulation sanguine et le liquide céphalo-rachidien, et la barriére
hémato-encéphalique (BHE), qui permet les échanges entre le sang et le tissu parenchymateux
cerébral. Récemment, un toisieme systeme biologique a été décrit et permettrait
d’approvisionner et de protéger le SNC : le systeme « glymphatique » (lliff et al., 2013). Ce
systéme favoriserait 1’¢limination des protéines solubles et des métabolites du SNC. Par
ailleurs, le systeme « glymphatique » permettrait également I’apport de plusicurs COMposés
dans le cerveau, tels que le glucose, les lipides, les acides aminés, les
neuromodulateurs...(Jessen et al., 2015). Toutefois, ce systeme est sujet a débat dans la
littérature(Jin et al., 2016).

Dans le cadre de ce travail de thése, nous nous sommes intéressés uniquement a la BHE.
Le siege anatomique de cette barriére est I’endothélium qui tapisse les capillaires cérébraux.
Cet endothélium se distingue, des endothélia périphériques, par ses propriétés spécifiques : la
présence de jonctions serrées, un transport vésiculaire réduit, la présence d’enzymes et de
transporteurs d’efflux, ainsi qu’une absence de fenestration (Hawkins and Davis, 2005). Ces
propriétés permettent de limiter le passage paracellulaire et transcellulaire de nombreuses
molécules, renfor¢ant ainsi 1’étanchéit¢ de la BHE. Toutefois, les cellules endothéliales
n’agissent pas seules au sein de la barri¢re. En effet, les capillaires cérébraux sont entourés par
des prolongements astrocytaires, intervenant dans I’induction des propriétés de 1’endothélium
citees précédemment (DeBault and Cancilla, 1980). Enfin, I’endothélium des capillaires
cérébraux interagit étroitement avec les péricytes, afin de maintenir les propriétés de la BHE
(Lai and Kuo, 2005).

La BHE, étant une structure complexe, son étude peut étre difficile in vivo. C’est
pourquoi, de nombreux modeles in vitro de BHE ont été développés. Ces modéles peuvent étre
de configurations simplistes (un seul type cellulaire) ou complexes (plusieurs types cellulaires
et/ou ajout de contraintes mécaniques). Le développement d’un modéle in vitro de BHE dépend
de I’objectif de I’é¢tude. Néanmoins, ces modeles ont un intérét élevé pour les études concernant
la structure et la fonction de cette barriére, et plus particulierement pour comprendre les

mécanismes cellulaires et moléculaires induits lors de phénomeénes pathologiques.




Un des facteurs pathologiques pouvant altérer 1’homéostasie du SNC est I’hypoxie.
L’hypoxie correspond a une réduction de la pression partielle en oxygeéne. Or, le cerveau est un
grand consommateur d’oxygene, ainsi cette hypoxie va entrainer des conséquences au niveau
cérébral. En effet, I’hypoxie est souvent associée a un dysfonctionnement de la BHE. Deux
types d’hypoxie se distinguent et conduisent a des conséquences cérebrovasculaires
différentes : I’hypoxie aigiie (ischémie cérébrale) et 1’hypoxie intermittente (syndrome
d’apnées du sommeil). L’un des enjeux, dans le traitement de ces pathologies, est de
comprendre les mécanismes cellulaires et moléculaires pouvant entrainer une altération de la
BHE et a posteriori un dysfonctionnement cérébral. Toutefois, si I’impact d’une hypoxie aigiie
sur la BHE est bien décrit dans la littérature, les conséquences d’une hypoxie intermittente sur
cette barriére restent encore peu décrites. Il semblerait, néanmoins, que I’hypoxie intermittente
ne soit pas sans consequence, puisque des chercheurs de notre laboratoire ont montré que des
patients souffrant d’apnées du sommeil développaient des troubles cognitifs (Sforza et al.,
2010). Ceci a également été confirmé dans une étude plus récente (Kerner and Roose, 2016).
Dans ce cadre, I’objectif de ce travail de thése a consisté a mettre en place un modéle in
vitro de BHE permettant I’étude de ’impact de stress hypoxiques répétés sur ’intégrité

de cette barriére.

La premiére étape de ce travail a été de mettre en place un modele in vitro de BHE
permettant I’étude de la structure et de la fonction de cette barri¢re. Pour cela, un modele de co-
culture « contact » est mis en place, qui est composé de cellules endothéliales cérébrales et
d’astrocytes. La caractérisation du modéle a montré que ce dernier exprimait des protéines de
jonctions serrées, le rendant ainsi étanche, et des transporteurs d’efflux. Ce modéele est rapide a
mettre en place et donc adéquat a 1’étude de phénomenes pathologiques. La seconde partie de
ce travail, a consisté a la mise en place d’une méthode d’induction de stress hypoxique par des
agents mimétiques, qui soit reproductible, contr6lable et réversible afin d’étudier les
mécanismes cellulaires et moléculaires induits au niveau de la BHE. Enfin, la derniere partie
du travail de thése, a été d’étudier I'impact de stress hypoxiques répétés sur I’intégrité de la
BHE. Ce travail a pour but de comprendre les premiers mécanismes cellulaires et moléculaires

impliqueés dans les pathologies liées a une hypoxie répétée.

Ce travail de thése a été réalisé sous la direction du Pr Frédéric Roche, directeur du
laboratoire du systéme nerveux autonome-épidémiologie, physiologie, ingénierie, santé (SNA-
EPIS, EA4607, Université de Lyon, Faculté de médecine de 1’Université Jean Monnet-Saint-




Etienne, F-42023, Saint-Etienne) et la co-direction du Pr Nathalie Perek, membre du laboratoire
INSERM SAINBIOSE U1059, équipe DVH (Université de Lyon, Faculté de médecine de
I’Université Jean Monnet-Saint-Etienne, F-42023, Saint-Etienne).

De plus, ce travail a été permis grace a une bourse délivrée par le Ministere de
I’Enseignement supérieur et de la Recherche, et financé par 1’Université Jean Monnet de Saint

Etienne.

Ce manuscrit de thése est composé en trois grandes parties. Une premiere partie a
consisté a I’étude bibliographique de ce travail, qui expose la structure de la BHE, les modeles
cellulaires permettant son étude, puis les effets de I’hypoxie sur cette barriére. Ensuite cette
partie est suivie par I’exposé de nos travaux faisant échos aux trois objectifs décrits
précédemment. Enfin, une discussion générale, comportant les conclusions de 1’étude et ses

perspectives, termine ce manuscrit.

L’ensemble des résultats obtenus au cours de ce travail de thése a été publié et a fait

I’objet de communications orales ou affichées lors de congrés nationaux et internationaux.

Les résultats obtenus au cours de cette thése ont fait 1’objet des publications suivantes :

v Hypoxic Stress Induced by Hydralazine Leads to a Loss of Blood-Brain Barrier Integrity
and an increase in Efflux Transporter Activity.
Morgane.Chatard, Clémentine.Puech, Frédéric.Roche, Nathalie.Perek ; Plos One,
2016.

v’ Hydralazine is a suitable mimetic agent of hypoxia to study the impact of hypoxic stress
on in vitro blood-brain barrier model.
Morgane.Chatard, Clémentine.Puech, Nathalie.Perek, Frédéric Roche

Soumis dans la revue Cellular Physiology and Biochemistry (en révision)




v Blood-brain barrier cells progressively lose tight junction protein expression after
repetitive hypoxic stress and set up defense mechanisms by increasing ABC transporter
activities.

Morgane.Chatard, Sabine Palle, Frédéric.Roche, Nathalie.Perek

Soumis dans la revue Journal of Cerebral Blood Flow & Metabolism

Les communications orales suivantes ont été présentées :

v Impact of repeated hypoxic stress on transendothelial transport mediated efflux pumps
P-glycoprotein (Pgp) and MRP-1 on blood-brain barrier co-culture model.
Morgane.Chatard, Clémentine.Puech, Nathalie.Perek, Frédéric.Roche
Early Career Physiologists' Symposium du Congrés The American Physiological
Society and European Physiological Society, Juin 2016, Dublin

v An original and suitable induction method of repeated hypoxic stress by hydralazine to
investigate the integrity of an in vitro blood-brain barrier model.
Morgane.Chatard, Clémentine.Puech, Nathalie.Perek, Frédéric.Roche
18th International Conference on Cerebral Vascular Biology and Medicine, Septembre

2016, Londres. Prix de la meilleure communication orale

Les communications affichées suivantes ont été présentées :

v Conséquences d'une hypoxie chimique sur un modele de barriére hémato-encéphalique
(BHE) in vitro.
Morgane Chatard, Nathalie Perek, Fréderic Roche
Congres du sommeil, Lille 2014. Bourse voyage SFRMS jeune chercheur. Résumé

publié dans la revue Médecine du Sommeil, janvier 2015.

v’ Effects of hypoxia/normoxia cycles on membrane integrity in rodent in vitro blood-
brain barrier model.

Morgane Chatard, Nathalie Perek, Frédéric Roche




Congres de Physiologie et de Biologie Intégrative, Strasbourg 2015. Résumé publié

dans Acta Physiologica, mai 2015.

Effets d’inductions répétées de HIF 1o sur I’intégrit¢é membranaire d’un nouveau
modele in vitro de barriere hémato-encéphalique (BHE).

Morgane Chatard, Frédéric Roche, Nathalie Perek

Journée de [’école doctorale EDSIS 488, 2015

Conséquences de stress hypoxiques répétés sur 1’intégrité d’un mode¢le in vitro de BHE.
Morgane.Chatard, Clémentine.Puech, Nathalie.Perek, Frédéric.Roche

Journée de ’Académie Francaise de Médecine, Mai 2016, Saint-Etienne

L’altération de la barriére hémato-encéphalique (BHE) : une approche innovante de
I’atteinte parenchymateuse cérébrale dans I’hypoxie de I’apnée du sommeil. Giraud A,
Sapin M, Chatard M, Pépin J.L, Roche F, Patural H

Journée de I’Académie Francaise de Médecine, Mai 2016, Saint Etienne

In vitro studies of impact of repeated hypoxic stress on transendothelial transport
mediated efflux pumps Pgp and MRP-1 of blood-brain barrier co-culture model.
Morgane.Chatard, Clémentine.Puech, Nathalie.Perek, Frédéric.Roche

Congres The American Physiological Society and European Physiological Society, Juin
2016, Dublin

Etude des conséquences d’une hypoxie intermittente sur I’intégrité d’un modéle in vitro
de barriere-hémato-encéphalique.

Morgane Chatard, Clémentine Puech, Anne Briancon-Marjollet, Nathalie Perek,
Frédéric Roche

Congreés du sommeil, Strasbourg 2016.

Enfin, ces travaux de thése m’ont permis d’encadrer des étudiants de cursus différents :




4 étudiants en Master :

v Verdiére Léa (Janvier a Avril 2015) : « Mise au point d’un protocole de marquage des
jonctions serrées en microscopie confocale dans le cadre d’un modéle in vitro de BHE».

v" Younib Mehdi (Janvier a Avril 2015) : « Caractérisation d’un mod¢le in vitro de BHE».

v Fontaney Quentin (Avril a Juin 2015) :« Influence d’une hypoxie intermittente chimique
sur la sécrétion de facteurs inflammatoires par un modele in vitro de BHE ».

v’ Caire Robin (Avril a Juin 2016) : « Etude de la voie inflammatoire sur ’intégrité d’un

modele in vitro de BHE).

Une étudiante en licence 3 de Biologie :

v' Saidi Fadila (Janvier 2015) : « Optimisation d’un modéle in vitro de BHE »

Un étudiant en IUT génie biologique :

v" Gery Nathanaél (Avril a Juin 2014) : « Etudes des conséquences d’une hypoxie

chimique sur un modele in vitro de BHE en monoculture ».

Une étudiante en BTS :

v Dumas Romane (Avril a Juillet 2015) : « Mise en place d’un modeéle de BHE in vitro

inversé ».
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Chapitre 1 : La barriere héemato-encéphalique
(BHE)

Le systeme nerveux central (SNC) est le systeme le plus sensible et le plus critique de
I’organisme des vertébrés. En effet, ce systéme régule les fonctions végétatives, sensitivo
motrices et cognitives. Il est composé essentiellement de neurones et de cellules gliales
(Ogunshola, 2011). Son bon fonctionnement nécessite un contrdle du milieu extracellulaire
cérébral. Par ailleurs, les demandes métaboliques du cerveau étant nombreuses (le SNC
consomme, a lui seul, 20% de 1’oxygéne), I’interface entre le SNC et la circulation sanguine
systémique doit posséder des mécanismes trés efficaces afin de faciliter le transport des
nutriments spécifiques. Elle doit aussi pouvoir réguler 1’équilibre ionique entre les
compartiments sanguin et cérébral, ainsi que limiter le passage dans le cerveau des substances
pouvant étre toxiques (Ronaldson and Davis, 2015). Cette interface entre le SNC et le sang

s’appelle la barri¢re hémato-encéphalique (BHE).

1. Historique de la BHE

La BHE a été decrite pour la premiére fois par Paul Ehrlich en 1885. En effet dans ses
travaux, il a observé que I’injection de colorant hydrosoluble dans le systeme circulatoire
colorait tous les organes a I’exception du cerveau et de la corde spinale. Ehrlich attribua cette
observation a une faible affinité du tissu nerveux pour ce colorant. Cependant I’étudiant de Paul
Ehrlich, Edwin Goldmann, montra que la conclusion de son mentor était erronée. En effet, il a
repris les travaux d’Elrlich et a injecté un colorant, le bleu trypan, directement dans le liquide
cerébrospinal (CSF). Il a montré que tous les types cellulaires du cerveau étaient colorés mais
le colorant n’a pas pu pénétrer en périphérie. Ces résultats suggéraient I’existence d’une barricre
au colorant entre le SNC et la circulation périphérique (Hawkins and Davis, 2005). Des années
plus tard, 1I’équipe de Reese confirme ces résultats grace a la microscopie électronique, en
décrivant la présence d’une barriere cellulaire composée de cellules endothéliales cérébrales
qui tapissent le systeme vasculaire cérébrale (Reese and Karnovsky, 1967). Lewandowsky est

le premier a utilisé le terme de barriére hémato-encéphalique (BHE) (Hawkins and Davis, 2005)

sy




(Figure 1). Au départ I’appellation de BHE était limitée aux cellules endothéliales cérébrales.
De nos jours, le terme BHE définit une unité neurovasculaire multicellulaire (UNV) (Ogunshola
and Al-Ahmad, 2012).

Ehrilch et Goldmann montrent que
l'injection d'un colorant (le bleu
trypan) dans la circulation sanguine
colorait les tissus a l'exception du
cerveau

‘ 1885 1900 1967

Lewandowsky propose le Reese et Karnovsky observent
concept de barriére hémato- grice a la microscopie
encéphalique électronique, l'existence d'une

barriére cellulaire composée
des cellules endothéliales
cérébrales

Figure 1 : Etapes clés de la recherche sur la BHE

2. La BHE : une structure complexe et organisée

2.1. Une barriere biologique organisée

La BHE est constituée de cellules endothéliales des capillaires ou microvaisseaux
cérébraux, d’astrocytes, de péricytes et de cellules microgliales. Certains auteurs incluent les
neurones dans la BHE (Wilhelm et al., 2011) mais leur présence au sein de cette barriére est

trés controversée.

2.1.1. Les capillaires cérébraux : support anatomique de la BHE

Les capillaires cérébraux sont constitués d’une monocouche de cellules endothéliales

jointives qui reposent sur une membrane basale continue, dans laquelle les péricytes sont




emboités. Ces capillaires sont entourés d’un manchon ininterrompu de pieds astrocytaires
(Figure 2). En effet, I’équipe de Mathiisen a montré un chevauchement serré des péricytes et
des astrocytes autour des cellules endothéliales des capillaires cérébraux (Mathiisen et al.,
2010). Les astrocytes sont egalement étroitement liés aux neurones et a la microglie. De la
lumiere du capillaire vers la périphérie, sont observés les cellules endothéliales, une lame

basale, les péricytes et enfin les astrocytes (Hawkins and Davis, 2005)

» |
%

e )
y p
S
A

«4,”3 ]
-
A

y
]
v’}
; -4 { neurone
S
pied

astrocytaire astrocyte

jonction serrée

membrane
basale

péricyte

microglie

Figure 2: structure des capillaires cérébraux (Abbott, 2013). Les cellules endothéliales sont
étroitement liées aux péricytes avec lesquels elles partagent une membrane basale commune et
délimitent la face interne des capillaires cérébraux. Les astrocytes émettent de nombreux
prolongements, appelés pieds astrocytaires, qui forment un manchon continu autour des capillaires
cérébraux. Les astrocytes sont également liés aux neurones et aux cellules de la microglie.

2.1.2. Les cellules endothéliales microvasculaires cérébrales

Les cellules endothéliales microvasculaires cérébrales forment la base anatomique de la
BHE et possedent des caractéristiques structurales et métaboliques qui permettent de
différencier 1I’endothélium des capillaires cérébraux de celui des autres endothélia (Ballabh et
al., 2004). Parmi ces -caracteristiques il faut noter que les cellules endothéliales
microvasculaires cérébrales sont polarisées et connectées entre elles par des jonctions
intercellulaires spécifiques (jonctions serrées et jonctions adhérentes qui seront développées
dans un prochain paragraphe), qui leur permettent de limiter les mouvements moléculaires et
ioniques entre les cellules (mouvement paracellulaire) (Daneman, 2012). Par ailleurs, ces
cellules sont riches en mitochondries. Il est estimé que les capillaires cérébraux possedent cing

a six fois plus de mitochondries que les capillaires du muscle squelettique. Cette richesse en
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mitochondries s’explique par les besoins €nergétiques importants de ces cellules, notamment
pour le maintien de leurs caractéristiques structurales et de leurs activités métaboliques, telles
que le transport actif des nutriments au cerveau (Persidsky et al., 2006). Enfin ces cellules
endotheéliales microvasculaires cérébrales ont également comme caractéristique d’avoir une
faible densité de vésicules endocytiques et pinocytiques (invagination de la membrane de la
cellule formant une vésicule et permettant le transport de nutriment ou de liquide) (Persidsky
et al., 2006; Daneman, 2012). L’ensemble de ces propriétés tendent a restreindre les échanges

entre le sang et le cerveau.

2.1.3. Les astrocytes

Les astrocytes sont les cellules gliales majoritaires au sein du SNC. Ce sont des cellules
en forme d’étoile, dont leurs extrémités se finissent par un renflement appelé pied astrocytaire.
IIs recouvrent plus de 99% de I’endothélium de la BHE. L’interaction des astrocytes avec les
cellules endothéliales microvasculaires cérébrales induit et module le développement de la BHE
ainsi que le phénotype particulier de ces cellules endothéliales. En effet, les astrocytes induisent
le phénotype de barriere des cellules endothéliales microvasculaires cérébrales en libérant des
facteurs solubles tels que VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), TGF-B (transforming
growth factor-B), ’oxide nitrique (Ogunshola, 2011), GDNF (glial-derived neurotrophic
factor), bFGF (basic fibroblast growth factor) ou IL-6 (interleukine-6) (Wilhelm and Krizbai,
2014) (Figure 3). De plus, cette interaction favorise la formation des jonctions serrées présentes
au sein des cellules endothéliales, réduit la surface des jonctions communicantes (gap junctions)
et augmente la densité des astrocytes (Tao-Cheng and Brightman, 1988; Abbott, 2002). Les
interactions des pieds astrocytaires, avec le pdle basal des capillaires cérébraux, sont
importantes dans la régulation de I’activité neuronale, dans la synchronisation des niveaux de
métabolites avec le flux sanguin, et dans la vasodilatation (Keaney and Campbell, 2015). Des
études récentes ont montré que les astrocytes sécrétaient de nombreuses molécules, qui
favorisaient et maintenaient le caractére imperméable de la BHE. En effet, la sécrétion
d’alipoprotéine E, par exemple, régule les jonctions serrées des cellules endothéliales, par
I’intermédiaire des récepteurs LP1 (low density lipoprotein receptor-related protein 1) présents
a la fois au niveau des péricytes et des cellules endothéliales (Nishitsuji et al., 2011). Par
ailleurs, ces pieds astrocytaires possedent différentes protéines qui interviennent au sein de la

BHE. En effet, le complexe dysroglycane-dystrophine lie ces pieds astrocytaires a la membrane
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basale par I’intermédiaire d’agrine. Une autre protéine présente au sein de ces prolongements
est 1’aquaporine 4, qui est un canal spécifique au transport de 1’eau. Ces aquaporines 4
permettent de réguler I’homéostasie aqueux du SNC (Haj-Yasein et al., 2011; Daneman and
Prat, 2015). Enfin, ces pieds astrocytaires expriment également sur leurs membranes luminales,
des protéines spécifiques telles que le transporteur 1 au glucose (GLUT-1), la connexine-43 et

les canaux au potassium (Wilhelm and Krizbai, 2014).
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Figure 3 : Intéractions cellules endothéliales-astrocytes permettant le maintien des propriétés de
barriére de la BHE (Prat et al., 2001). Les astrocytes sécrétent des facteurs qui sont cruciaux dans
1’établissement et le maitien de la BHE.

2.1.4. Les péricytes

Les péricytes sont des cellules plates, indifférenciées, du tissu conjonctif contractile qui
se développe autour des parois des capillaires. Il a été montré que les péricytes cérébraux
possédaient des protéines contractiles amenant a la conclusion qu’ils pourraient réguler le flux
sanguin des capillaires (Bandopadhyay et al., 2001). Cependant ces péricytes microvasculaires
ne présentent pas 1’isoforme a-actine, ce qui remettrait en question 1’implication des péricytes
dans la contraction capillaire (Lai and Kuo, 2005). De plus, il a été montré in vitro que les
péricytes ont une association physique étroite avec 1’endothélium, notamment grace aux
jonctions communicantes (gap junctions) qui existent entre les pericytes et les cellules

endotheliales (Lai and Kuo, 2005). Cette association est d’autant plus importante que les
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péricytes possédent des prolongements cellulaires, qui pénétrent dans la membrane basale et
recouvrent approximativement 20 & 30% de la circonférence microvasculaire (Bonkowski et
al., 2011). En effet la vascularisation du SNC est riche en péricytes en comparaison des
vaisseaux périphériques. Le ratio péricytes-cellules endothéliales est estimé a un pour trois,
alors qu’au niveau du muscle il est de un pour cent (Daneman and Prat, 2015; Keaney and
Campbell, 2015). La contribution des péricytes sur le phénotype de la BHE a longtemps été
négligée et reste encore a determiner a ce jour. Cependant, plusieurs études in vitro suggérent
que les péricytes favoriseraient la fonction de la BHE (Hayashi et al., 2004; Hori et al., 2004a).
En effet, les péricytes seraient nécessaires a la formation de cette BHE telle que la régulation
du trafic vésiculaire dans les cellules endothéliales du SNC, la formation des jonctions serrées
ou la polarisation des astrocytes (Armulik et al., 2010). Enfin, certains péricytes de la BHE
proviendraient d’une lignée de macrophage, possédant des capacités de phagocytose des

protéines exogenes (Williams et al., 2001).

Tout ceci concourt a impliquer les péricytes dans I’induction et/ou le maintien des
propriétés de barriere de la BHE. Ces points seront détaillés dans le paragraphe Une barriére

dynamique.

2.1.5. La membrane basale

La membrane basale sert de support aux cellules endothéliales. Elle est composée
principalement de collagéne de type 1V, de laminine et de fibronectine. La membrane basale
présente également des charges anioniques portées soit par des protéoglycanes riches en
héparanes sulfates, soit par des glycoprotéines riches en acides sialiques. Au sein du SNC, la
membrane basale differe un peu puisque les vaisseaux sanguins sont entourés par deux couches
de membrane basale : la membrane basale endothéliale interne et la membrane basale
parenchymateuse externe, appelée aussi la glia limitans (Daneman and Prat, 2015). La
membrane basale interne est sécrétée par les cellules endothéliales et les péricytes qui y sont
inclus. La membrane basale externe est sécrétée par les astrocytes. La liaison des astrocytes a
cette membrane basale se fait par des interactions protéiques. De plus, les deux couches de la
membrane basale différent dans leur composition moléculaire. En effet la couche interne est
riche en laminines alpha 4 et alpha 5 tandis que la couche externe est riche en laminines alpha

1 et alpha 2 (Daneman, 2012). Par ailleurs, les protéines de la membrane basale favorisent
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I’expression des protéines des jonctions présentes au sein des cellules endothéliales (Savettieri
et al., 2000) et les interactions des cellules avec la membrane basale sont importantes pour le
maintien de leur phénotype et I’activation de plusieurs voies de signalisation intracellulaires
(Tilling et al., 2002). En effet, une altération de la protéine laminine astrocytique, présente au
sein de la membrane basale, permet le passage des péricytes d’un état de repos a celui de
phénotype contractile, qui a pour conséquence d’entrainer une diminution des aquaporines 4
des pieds astrocytaires, mais cette altération conduit également a la diminution de 1’expression
des jonctions serrées des cellules endothéliales (Yao et al., 2014). Enfin la dégradation de cette
membrane basale est fortement associée a une augmentation de la perméabilité de la BHE dans
des conditions pathologiques, qui conduit, a posteriori, a une rupture de la BHE (Rascher et al.,
2002; Jian Liu and Rosenberg, 2005).

En conclusion, cette membrane basale fournit un point d’ancrage pour de nombreux
processus de signalisation du systeme vasculaire, mais forme également une barriere

supplémentaire aux molécules et aux cellules voulant pénétrer dans le tissu neuronal.

2.1.6. Les neurones

Les neurones sont des cellules essentielles du systeme nerveux. lls sont constitués de
trois parties : le soma, les dendrites et I’axone. Les neurones ressentent les modifications de
I’environnement, communiquent ces informations a d’autres neurones puis commandent les

réponses de I’organisme a ces informations.

Lee et al. ont démontré que la perméabilité accrue de la BHE pouvait étre un évenement
compensatoire, ce qui suggere que les communications neuronales-microvasculaires pourraient
moduler cette perméabilité (Lee et al., 1999). En effet, les cellules endothéliales
microvasculaires cérébrales associées, ou non, aux astrocytes sont innervées par des neurones
de types noradrenergiques, serotonergiques (Cohen et al., 1997), cholinergiques (Tong and
Hamel, 1999) et GABAergiques (Vaucher et al., 2000). La perte significative des innervations
cholinergiques des microvaisseaux corticaux, dans la maladie d’Alzheimer, est associée a une
altération cérébrovasculaire (Tong and Hamel, 1999). De plus, Tontch et al. ont montré que les
neurones induisaient 1’expression d’enzymes spécifiques aux cellules endothéliales

microvasculaires cérébrales (Tontsch and Bauer, 1991). En conclusion, si le role des neurones
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dans le développement du phénotype de la BHE n’a pas encore ét¢ démontré, il semblerait

cependant qu’ils puissent réguler certains aspects des fonctions de la BHE.

2.1.7. La microglie

La microglie est un terme qui désigne les cellules microgliales. Les cellules microgliales
ont été décrites pour la premiére fois par Del Rio Hortega et al. dans les années 1920. Ce sont
des cellules immunitaires résidents au sein du SNC, qui représentent environ 5% de la
population cellulaire du cerveau. La microglie agit comme principale ligne de défense, apres la
BHE, et joue un rdle essentiel dans les réponses de I’immunité innée (Ginhoux et al., 2010). En
condition physiologique, ces cellules présentent une morphologie ramifiée et expriment des
molécules associées a la phagocytose, permettant 1’élimination des déchets relargués par les
neurones (Venneti et al., 2009). Cependant, les cellules microgliales sont prédisposées a étre
activées lors de blessures cérébrales et de stimuli inflammatoires ou immunologiques. Une fois
activée, la microglie peut exister sous deux formes. Dans le cas classique, la microglie activée
va sécréter des cytokines proinflammatoires, tels que 1’interleukine-1p, des especes réactives a
I’oxygene (ROS) et le facteur de nécrose tumorale (TNF-a). Le deuxiéme état d’activation
s’effectue principalement lors de réparation de tissus, de phagocytoses de neurones
endommagés ou de matériels étrangers. Dans ce cas la microglie sécréete des chimiokines et du
VEGF, et active des voies neurotrophiques (Aguzzi et al., 2013). Par ailleurs lors de leur
activation, et quelque soit I’activation, ces cellules subissent des altérations morphologiques
séveres (Rock and Peterson, 2006). De plus, la microglie semble influencer les propriétés de la
BHE. En effet, I’interaction entre les cellules endothéliales microvasculaires cérébrales et la
microglie favorise les fonctions de la BHE, notamment en permettant le maintien de
I’homéostasie cérébrale. Cependant les mécanismes, participant a cette homéostasie, ne sont
pas encore bien connus (Choi and Kim, 2008). Enfin, les cellules endothéliales cérébrales
peuvent également sécréter des molécules, qui vont induire I’activation de la microglie. Par
exemple, la thrombine (protéase neurotrophique sécrétée par les cellules endothéliales
cerébrales de patients atteints de la maladie d’ Alzheimer) augmente les taux d’oxyde nitrique
qui entraine ’activation de la microglie, et conduit a la perte des neurones dopaminergiques

(Huang et al., 2008).
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Tous les éléments, qui ont été décrits, permettent a la BHE d’étre une barricre a la fois
physique, physiologique et méetabolique. Tous ces phénotypes de barriére régulent les échanges
entre le sang et le SNC, permettant ainsi de maintenir ’homéostasie cérébrale essentielle pour
le fonctionnement du cerveau. Les différents phénotypes de barriére de la BHE font I’objet des

paragraphes suivants.

2.2. Une barriere physique formée par des complexes

jonctionnels intercellulaires

Les cellules endothéliales microvasculaires cérébrales contrdlent le passage des
composés entre le compartiment sanguin et le compartiment cérébral. Cette fonction est régulée
par deux voies : les voies paracellulaire et transcellulaire. La voie transcellulaire définit le
passage des composés plasmatiques a travers le cytoplasme des cellules endothéliales grace a
des systéemes de transports vésiculaires. La voie paracellulaire, voie qui va étre décrite dans ce
paragraphe, est régulée par I’ouverture de complexes protéiques et/ou par le réarrangement de
leur architecture (Bazzoni and Dejana, 2004). Ces complexes protéiques sont constitués des
jonctions, présents au niveau de I’interface endothéliale des microvaisseaux cérébraux. Ces
jonctions sont composées de jonctions adhérentes, de jonctions serrées, et certains auteurs
incluent également les jonctions communicantes. Si les jonctions communicantes servent
essentiellement d’intermédiaire dans la communication intercellulaire, les jonctions adhérentes
et les jonctions serrées permettent de restreindre la perméabilité¢ de 1’endothélium cérébral

(Figure 4) (Hawkins and Davis, 2005).




brain

Figure 4: Présence de jonctions entre les cellules endothéliales cérébrales de la BHE d'aprés
Wong et al. (Wong et al., 2013). Les jonctions serrées et les jonctions adhérentes sont présentes a
I’interface de deux cellules endothéliales cérébrales adjacentes. Ces jonctions vont permettre de
restreindre la perméabilité de la BHE.

2.2.1. gap junctions

Les gap junctions sont des canaux qui communiquent directement avec le cytoplasme
de deux cellules adjacentes, permettant le passage intercellulaire de petits solutés comme les
ions ou les seconds messagers (Evans and Martin, 2002). Ces canaux intercellulaires sont
composés par deux hémi-canaux, appelés connexines, provenant chacun de deux cellules

voisines. Chaque connexine est formée par six connexons qui forment le canal (Figure 5).
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Figure 5 : Structure des gap junctions (Evans and Martin, 2002 modifié). Les gap junctions sont
formées par deux connexines, provenant chacune des membranes de deux cellules voisines. Chaque
connexine est formée par six connexons qui délimitent un canal.

Il existe au moins vingt isoformes de connexines (Saez et al., 2003). Au sein des cellules
endothéliales des microvaisseaux cérébraux, il semblerait que ce soit les connexines-40 et -37

qui soient exprimées (Bazzoni and Dejana, 2004).

La fonction principale des jonctions communicantes est de permettre une
communication directe entre les cellules. Cependant les connexines interviennent dans des
processus de signalisation, puisque ces canaux relachent, de fagon paracrine (dans leur
entourage), des signaux tels que du monoxyde d’azote (NO), des prostaglandines et de I’ATP
(Saez et al., 2003). Enfin ces gap junctions pourraient étre des régulateurs clés de la BHE,
puisque les connexines semblent co-localisées avec les protéines des jonctions serrées, afin de
stabiliser la communication entre les cellules et de maintenir I’intégrité de la BHE. Seulement

les mécanismes restent encore peu connus (Gaete et al., 2014).

2.2.2. Les jonctions adhérentes

Les jonctions adhérentes sont spécialisées dans I’interaction cellules-cellules. Elles sont
omniprésentes dans les systemes vasculaires, et permettent I’adhésion entre les cellules
endothéliales (Hawkins and Davis, 2005). Les jonctions adhérentes sont formées par des

cadhérines et par des caténines. Les cadhérines sont des glycoprotéines transmembranaires,
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composées d’une unique chaine transmembranaire. Cette chaine transmembranaire interagit
avec du calcium pour permettre 1’adhésion aux cellules adjacentes (Dejana and Del Maschio,
1995). Les cellules endothéliales cérébrales expriment a leur surface une cadhérine spécifique,
appelée VE-cadhérine (vascular endothelial-cadhérin). Au sein des jonctions adhérentes, les
caténines jouent un role analogue aux protéines zonula occludens des jonctions serrees (décrites
dans le prochain paragraphe), en permettant d’ancrer les cadhérines, et plus particuliérement
les VE-cadhérines, a 1’actine du cytosquelette (Hawkins and Davis, 2005). En effet, la queue
cytoplasmique des VE-cadhérines est liée aux B- et y-caténines. Ces protéines sont liées a
I’actine par I’intermédiaire des a-caténines, ce qui permet de stabiliser I’association des
jonctions adhérentes au cytosquelette. Steiner et al. ont démontré, sur la lignée immortalisée de
cellules endothéliales cérébrales de souris bEnd.3, que les protéoglycanes héparanes sulfates
contribuaient aux propriétés de barriére des jonctions adhérentes, en promouvant la localisation
des VE-cadhérines et des B-caténines au sein de ces jonctions adhérentes (Steiner et al., 2014).
Par ailleurs, les VE-cadhérines interagissent avec des protéines de signalisation spécifiques aux
cellules endothéliales, telles que le récepteur 2 au VEGF ou les protéines de la voie de
signalisation des phosphotidylinositol-3-kinases (Bazzoni and Dejana, 2004; Ronaldson and
Davis, 2015).

Bien que les VVE-cadhérines soient les cadhérines dominantes des jonctions adhérentes,
ce ne sont pas les seules exprimées par les cellules endothéliales cérébrales. En effet, les N-
cadhérines sont regroupées sur la partie basale des cellules endothéliales, qui est en contact avec
les astrocytes et les péricytes. Par ailleurs, William et al. ont identifié une région du domaine
extracellulaire des N-cadhérines qui était responsable de 1’activation des récepteurs au FGF
(fibroblast growth factor). Ces récepteurs sont exprimés par les cellules endothéliales et sont
capables d’induire la croissance cellulaire, ce qui suggere que ces N-cadhérines pourraient

moduler I’angiogénése (Williams et al., 2001).

En conclusion, les jonctions adhérentes présentes au sein des cellules endothéliales
cérébrales sont des structures clés dans le maintien des propriétés spécifiques de ces cellules,

notamment pour la perméabilité aux molécules inflammatoires.

Cependant bien qu’une rupture, au sein de ces jonctions adhérentes, peut amener a une
augmentation de la perméabilité de la BHE, ce sont principalement les jonctions serrées qui

conférent une imperméabilité paracellulaire et une forte résistance électrique transendothéliale
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(TEER) ala BHE (Bazzoni and Dejana, 2004; Hawkins and Davis, 2005). Ces complexes multi-
protéiques sont maintenus, de surcroit, par les astrocytes (Ronaldson and Davis, 2015).

2.2.3. Les jonctions serrées

Les jonctions serrées, des cellules endothéliales cérébrales, servent d’intermédiaire dans
I’adhésion et la communication entre des cellules avoisinantes. Plus spécifiquement ces
jonctions serrées régulent la perméabilité cellulaire et maintiennent la polarité des cellules, en
distribuant de facon asymétrique les constituants membranaires (Bazzoni and Dejana, 2004;
Hawkins and Davis, 2005). Physiologiquement, ces jonctions serrées permettent un contact
intime entre les cellules formant ainsi une barriere continue. Ce contact favorise la régulation
de I’homéostasie du SNC, en restreignant les voies de diffusion paracellulaire entre les cellules
endothéliales et les substances présentes dans la circulation sanguine et/ou les cellules
environnantes, a I’exception des petites molécules ou celles de nature lipidique qui sont solubles
dans la membrane plasmique des cellules (Ogunshola and Al-Ahmad, 2012). Par ailleurs, ces
jonctions serrées empéchent la diffusion libre des ions, définissant ainsi une résistance
électrique transendothéliale (TEER) élevée au sein de la BHE. Cette TEER est considérée
comme le marqueur le plus sensible de 1I’étanchéité des jonctions serrées (Wilhelm and Krizbai,
2014; Ronaldson and Davis, 2015). Enfin, ces jonctions serrées sont formées par un réseau
dynamique, de protéines interactives, situé sur la surface apicale des cellules endothéliales
cérébrales (Dyrna et al., 2013). En effet, elles sont constituées principalement par trois types de
protéines transmembranaires spécifiques (occludines, claudines, JAMS), qui sont liées aux
filaments de cytosquelette par D’interaction avec des protéines cytoplasmiques (zonula

occludens, ZOs) (Ronaldson and Davis, 2015).

2.2.3.1. Les occludines

Les occludines sont des phosphoprotéines, monomériques, de 60 a 65 kDa. Ce sont les
premiéres protéines des jonctions serrées a avoir été décrites (Dyrna et al., 2013). Elles sont
fortement exprimées par les cellules endothéliales des vaisseaux du SNC. Les occludines

possedent quatre domaines transmembranaires, trois domaines cytoplasmiques, deux
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extrémités N- et C-terminales intracellulaires et deux boucles extracellulaires (Figure 6A). Leur
domaine C-cytoplasmique est impliqué dans 1’association des occludines avec le cytosquelette
grace aux domaines Guanyl kinase (GK) de certaines protéines cytoplasmiques (ZOs) (Hawkins
and Davis, 2005). Par ailleurs, les occludines possedent de nombreux sites de phosphorylation.
Leur état de phosphorylation semble étre impliqué dans 1’association a la membrane de la
cellule, mais également dans la perméabilité des jonctions serrées. En raison de ces nombreux
sites de phosphorylation, les occludines ont davantage une fonction de contréle que de
développement au sein des jonctions serrées (Dyrna et al., 2013). Cependant la phosphorylation
des résidus sérine/thréonine semble nécessaire a la mise en place des jonctions serrées
(Sakakibara et al., 1997). Ensuite, les occludines s’assemblent pour former des diméres ou des
oligomeéres afin de restreindre la perméabilité paracellulaire, de maintenir la TEER de la BHE
et de controler la formation de pores aqueux. Une altération de 1I’expression des occludines est
associee a un dysfonctionnement de la BHE. En effet, une surexpression des occludines conduit
a une diminution de la perméabilité paracellulaire et & une forte TEER (Persidsky et al., 1997).
Enfin des études de knockout, et de knockdown, ont indiqué que les occcludines n’étaient pas
essentielles a la formation des jonctions serrées, malgré le fait qu’une diminution de
I’expression de cette protéine soit associée a une altération de la BHE dans de nombreux états
pathologiques (Bolton et al., 1998; Huber et al., 2002; Brown and Davis, 2005). Ceci a été
confirmé par 1’étude de Saitou et al. Néanmoins, ces auteurs ont également montré que ces
souris déficientes en occludine, présentaient des calcifications au niveau du SNC, ce qui
pourrait suggérer que les occludines réguleraient spécifiqguement le flux de calcium a travers la
BHE (Saitou et al., 2000).
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Figure 6 : structure des occludines, claudines et JAMs d’apreés Schneeberger et al.
(Schneeberger and Lynch, 2004). (A) Les occludines possédent quatre domaines transmembranaires,
trois domaines cytoplasmiques, deux extrémités N- et C-terminales intracellulaires et deux boucles
extracellulaires. (B) Les claudines sont composées de quatre domaines transmembranaires, deux
gueues N- et C-terminales intracellulaires et deux boucles extracellulaires. (C) Les JAMs sont
composées d’un unique domaine transmembranaire, deux boucles extracellulaires et d’une queue
intracellulaire

2.2.3.2. Les claudines

Les claudines sont des phosphoprotéines, de 20 a 27 kDa, ayant une topographie
membranaire similaire a celle des occludines. En effet, elles sont composées de quatre domaines
transmembranaires, de deux queues N- et C-terminales intracellulaires et de deux boucles
extracellulaires qui permettent de lier les claudines entre elles, afin de former des dimeres
(Figure 6B) (Bazzoni and Dejana, 2004; Dyrna et al., 2013; Ronaldson and Davis, 2015).
Contrairement aux occludines, les claudines sont essentielles a la formation des jonctions
serrées. Les auteurs font I’hypothése que les claudines seraient la structure vitale des jonctions
serrées, tandis que les occludines apparaitraient plus comme des structures de support (Hawkins
and Davis, 2005). En effet, les claudines forment des interactions entre les cellules endothéliales
adjacentes, afin de contribuer a la « fermeture » physiologique de ces jonctions serrées
(Ronaldson and Davis, 2015). A ce jour, quatre claudines ont été identifiées au sein de la BHE :
la claudine-1, la claudine-3, la claudine-5 et la claudine-12. Cependant la claudine-5 reste celle
qui est la plus fortement exprimee par les cellules endothéliales des capillaires cérébraux
(Bernacki et al., 2008; Ogunshola and Al-Ahmad, 2012). Une augmentation de 1’expression de
claudine-5, par les cellules endothéliales de capillaires cérébraux de rat in vitro, diminue la

perméabilité de ces cellules (Ohtsuki and Terasaki, 2007). A I’inverse, Nitta et al. ont observeé




une augmentation de la perméabilité, pour les molécules ayant un poids moléculaire inférieur a
800 Da, chez des souris knockout pour la claudine-5. Ceci suggére que les claudines-5 sont bien
impliquées dans 1’étanchéité¢ des jonctions serrées, et la mise en place d’une barriere

paracellulaire (Nitta et al., 2003; Dyrna et al., 2013; Wilhelm and Krizbai, 2014).

2.2.3.3. Les protéines JAMs

Les protéines JAMs (Junctional adhesion molecules) : sont des glycoprotéines, de poids
moléculaires avoisinant les 40 kDa, qui appartiennent a la famille des immunoglobulines (1g).
Cette famille est composée d’un unique domaine transmembranaire, de deux boucles
extracellulaires et d’une queue intracellulaire (Figure 6C) (Hawkins and Davis, 2005; Dyrna
et al., 2013; Wilhelm and Krizbai, 2014). Au sein de la BHE, il existe trois isoformes de
protéines JAMs : JAM-A, JAM-B et JAM-C (anciennement appelées JAM-1,-2 et -3). Ces
protéines JAMSs sont localisées au niveau des régions de contact des cellules, réduisent les flux
paracellulaires en favorisant [’adhésion intercellulaire, et permettent la migration
transendothéliale des leucocytes a travers la BHE (Bazzoni and Dejana, 2004; Hawkins and
Davis, 2005; Ogunshola and Al-Ahmad, 2012). La protéine la plus étudiée est JAM-A, qui au
sein des cellules endothéliales cérébrales, participe a la formation des jonctions serrées et
intervient dans la perméabilité paracellulaire (Wilhelm and Krizbai, 2014). Une perte
d’expression de la protéine JAM-A, est directement corrélée a une rupture de la BHE. En effet
des études, sur la lignée immortalisée de cellules endothéliales cérébrales humaines
(hCMEC/d3), ont montré qu’une stimulation inflammatoire conduisait a une augmentation de
la diffusion paracellulaire, qui était corrélée a une dissociation de la protéine JAM-A des
jonctions serrées (Haarmann et al., 2010). Ces résultats ont permis de conclure sur le role des
protéines JAMSs, et plus particulierement la protéine JAM-A, dans le maintien de 1’intégrité de
la BHE.

Pour le bon fonctionnement physiologique de la BHE, la restriction du transport
paracellulaire des solutes, nécessite 1’association des protéines JAMs, occludines et claudines,
avec des protéines présentes dans le cytoplasme des cellules endothéliales cérébrales. Ces
protéines cytoplasmiques incluent les protéines zonula occludens, les cingulines, les protéines
AF-6 et les protéines 7H6.
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2.2.3.4. Les protéines cytoplasmiqgues

Les protéines zonula occludens (ZOs) : appartiennent a la famille des protéines
MAGUK (membrane-associated guanylate kinase-like) qui sont impliquées dans le
regroupement des complexes protéiques des jonctions serrées, a la membrane des cellules. Ces
protéines sont composées de trois domaines PDZ (post synaptic density protein, Drosophilia
disc large tumor suppressor, ZO-1 protein), d’un domaine GK (Guanyl Kinase-like) et d’un
domaine SH3 (SRC Homology 3) (Bernacki et al., 2008). Ce dernier domaine est important
pour les signaux de transduction (Dyrna et al., 2013). Au niveau des complexes protéiques des
cellules endothéliales, trois protéines MAGUK ont été identifiées : ZO-1, ZO-2 et ZO-3. La
protéine ZO-1 est une phosphoprotéine cytoplasmique, de 220 kDa fortement exprimée par les
cellules endothéliales de la BHE, qui interagit avec les protéines transmembranaires des
jonctions serrées, afin de les lier a I’actine du cytosquelette. En effet, I’interaction de la protéine
Z0-1 avec les claudines se fait par I’intermédiaire de son domaine PDZ-1, qui se lie directement
a I’extrémité C-terminale des claudines. Les occludines interagissent avec le domaine GK de
ZO-1. Enfin les protéines JAMs s’associent a ZO-1 au niveau des domaines PDZ-2 et PDZ-3
(Dyrna et al., 2013). La connexion au cytosquelette se fait ensuite grace a I’interaction des
terminaisons C-terminales de ZO-1 avec I’actine (Bernacki et al., 2008). Cette association avec
le cytosquelette est nécessaire pour la stabilité et la fonction des jonctions serrées. En effet une
dissociation de la protéine ZO-1, du complexe protéique des jonctions serrées, est souvent
associée a une augmentation de la perméabilité membranaire (Abbruscato and Davis, 1999).
Par ailleurs, la protéine ZO-1 jouerait également un réle de messager, afin de communiquer
1’état des jonctions serrées a I’intérieur de la cellule, et réciproquement (Hawkins and Davis,
2005). De plus plusieurs pathologies du SNC, associées a un stress oxydatif, sont corrélées a
une altération de I’expression de la protéine ZO-1 au sein du complexe jonctionnel, amenant a
une rupture de la BHE (Jiao et al., 2011). Enfin, en plus de son association avec les jonctions
serrées, la protéine ZO-1 interagit avec les jonctions adhérentes et les jonctions communicantes
(Hawkins and Davis, 2005). La protéine ZO-2 est une phosphoprotéine cytoplasmique, de 160
kDa, qui possede une forte homologie avec la protéine ZO-1. Elle est également exprimée par
les cellules endothéliales de la BHE, mais sa fonction est bien moins connue que celle de la
protéine ZO-1. Cependant elle interviendrait comme constituant des jonctions serrées, en

interagissant avec 1’actine, mais elle serait également impliquée dans la signalisation de facteurs
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de transcription (Dyrna et al., 2013). La derniere protéine MAGUK exprimee par les cellules
endothéliales est la protéine ZO-3. C’est une phosphoprotéine, de 130 kDa, mais son rdle au
sein de la BHE n’est pas encore bien décrit (Inoko et al., 2003).

Les protéines cingulines sont des phosphoprotéines, de 140 a 160 kDa, localisées dans
le cytoplasme. Elles sont associées aux protéines ZO-1, aux myosines et aux protéines AF-6.
Cette interaction amplifie le caractére d’échafaudage entre les protéines transmembranaires et

le cytosquelette, par I’intermédiaire de forces de transduction (Bernacki et al., 2008).

Les protéines AF-6 sont des protéines cytoplasmiques, de 180 kDa, qui sont associées
aux protéines ZO-1. Cette interaction est inhibée par 1’activation d’une voie de signalisation,

qui est la voie des Ras-kinases (Hawkins and Davis, 2005).

Les protéines 7H6 sont des phosphoprotéines cytoplasmiques de 155 kDa. Elles sont
corrélées a I’imperméabilité des jonctions serrées aux ions et aux grosses molécules. Sa fonction
est encore mal décrite. Cependant, la protéine 7H6 se détache des jonctions serrées lorsque le

niveau d’ATP chute, entrainant ainsi une augmentation de la perméabilité paracellulaire

(Bernacki et al., 2008).

En conclusion les cellules endothéliales cérébrales sont équipées de complexes
jonctionnels qui permettent la régulation de la perméabilité cellulaire. Le réseau des jonctions
permet de faire de la BHE, une structure dynamique capable de répondre aux stimuli de
I’environnement. Cependant la restriction du passage des composés du sang au compartiment
cérébral, rend difficile I’approvisionnement en nutriments, vitaux, pour le cerveau. Ces apports

vont étre assurés par des transporteurs, le plus souvent spécifiques, a travers la BHE.
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2.3. Une barriere physiologique

La fonction principale de la BHE est de maintenir I’homéostasie cérébrale grace a des
mécanismes spécifiques par lesquels les solutés se déplacent a travers les membranes. Ceux-ci
vont traverser la BHE soit par voie paracellulaire entre deux cellules adjacentes, soit par voie
transcellulaire a travers la cellule (Bernacki et al., 2008). Cependant, la majorité des solutés
(nutriments, ions, hormones...) franchissent cette barri¢re par la voie transcellulaire selon des

phénomenes de diffusion et de transcytose.

2.3.1. Le transport paracellulaire au sein de la BHE

Le transport paracellulaire est un processus passif reposant sur des gradients
électrochimiques, hydrostatiques et osmotiques. Cette voie paracellulaire est caractérisée par
une conductance élevée et une faible sélectivite. Ceci est d0 aux protéines des jonctions serrées,
qui restreignent le mouvement des petits ions, comme les ions sodium et chlore, et en limitant
le passage des grosses molécules et des protéines (Abbott et al., 2010). Cependant, cette voie
paracellulaire permet le passage des molécules d’eau et des petits solutés hydrophiles, grace a

I’ouverture et/ou le réarrangement de ces jonctions serrées (Abbott, 2013).

2.3.2. Le transport transcellulaire

En raison de la forte restriction de la voie paracellulaire, par les jonctions serrées des
cellules endothéliales, les solutés traversent la BHE en empruntant le passage transcellulaire.
Certaines molécules peuvent diffuser librement a travers cette barriére selon un processus de
diffusion passive. Cependant, la plupart des molécules vont utiliser des protéines de transport,
plus ou moins spécifiques, ou des mécanismes de transport vésiculaire (transcytose). Ces
différentes voies de transport vont permettre les échanges, qui sont nécessaires, entre les

compartiments sanguin et cérébral (Figure 7).
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Figure 7 : Schéma illustrant les différents mécanismes de transport présents au sein de la
barriére hémato-encéphalique (Abbott et al., 2006). Les jonctions serrées limitant fortement la voie
paracellulaire, les molécules vont emprunter le passage transcellulaire. Si elles ne peuvent pas
traverser librement par diffusion passive, ces molécules vont avoir recours a des protéines de transport
ou a des transports vésiculaires.

2.3.2.1. Ladiffusion passive

La diffusion passive est un processus qui permet a une molécule de traverser librement
une membrane cellulaire, selon son gradient de concentration, c'est-a-dire de la zone ou elle est
le plus concentrée vers celle ou elle est le moins concentrée. Ce mécanisme se déroule sans
apport d’énergie (sous forme d’ATP) ou sans l’intervention de transporteurs. Seules des
molécules lipophiles (solubles dans les lipides), ainsi que les molécules gazeuses comme le
dioxygene ou le dioxyde de carbone, peuvent diffuser librement a travers la BHE (Abbott et al.,
2010). Leur passage se fait alors uniquement selon leur gradient de concentration entre le sang
et le compartiment cérébral. Par exemple, le dioxygene va entrer dans le cerveau pour répondre
a ses besoins, tandis que le dioxyde de carbone est relaché dans la circulation sanguine.
Cependant certaines molécules lipophiles, en raison de leurs propriétés, interviennent comme
substrats des pompes d’efflux (qui seront décrites ultérieurement) et sont donc effluées vers le

sang.
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2.3.2.2. Letransport de nutriments par diffusion facilitée

La diffusion facilitée est un mécanisme qui permet le transport de solutés a travers la
BHE, selon leur gradient de concentration et sans apport d’énergie. Contrairement a la diffusion
passive, ce type de diffusion fait intervenir des protéines, appelées transporteurs, qui vont
faciliter le passage des solutés. Ce mécanisme passif est saturable lorsque les concentrations en
solutés excedent la capacité de fixation du transporteur. Au sein de la BHE, une variété de
transporteurs facilite le passage des nutriments nécessaire au métabolisme tels que le glucose

ou les acides aminés (Daneman and Prat, 2015).

Le transport du glucose est essentiel au cerveau, puisque ce dernier représente sa
principale source d’énergie. Cet hexose passe du sang au cerveau par ’intermédiaire de
transporteurs spécifiques indépendant au sodium, appartenant a la famille des transporteurs
GLUTs. Les cellules de la BHE expriment fortement le transporteur GLUT-1, protéine de 45
kDa (Bernacki et al., 2008). Ce dernier facilite le passage du D-glucose, mais également celui
d’autres hexoses comme le D-galactose. Le transporteur GLUT-1 est localisé sur les deux
surfaces (luminale et abluminale) de la BHE, mais de facon asymétrique. En effet, 44% des
transporteurs GLUT-1 sont exprimés sur la surface abluminale (c6té cerveau) contre seulement
11% sur la partie luminale (c6té sang) (Simpson et al., 2007). Ces transporteurs de glucose sont
vitaux au fonctionnement cérébral. En effet, une déficience en transporteur GLUT-1 entraine
une diminution d’entrée du glucose dans le cerveau, une réduction du flux sanguin cérébral et
une augmentation de la perméabilité de la BHE. Par conséquent, une perte de ces transporteurs
GLUT-1 impacte I'intégrit¢ de la BHE et peut conduire a des troubles neurodégénératifs

(Keaney and Campbell, 2015).

Le transport des acides aminés est vital au fonctionnement du SNC puisque ceux-ci
sont essentiels a la synthése des protéines cérébrales et a la production des neurotransmetteurs.
Bien que le glutamate et I’aspartate soient synthétisés par le cerveau, la majorité des acides
aminés nécessaires au SNC n’est pas produite de fagon autonome par ce dernier. Par conséquent
I’apport des acides aminés essentiels aux besoins métaboliques se fait par la circulation
sanguine. Ces acides aminés vont entrer dans le cerveau grace a des transporteurs. Ils sont

classés en deux groupes et sont localisés a la surface des membranes des cellules endothéliales




cérébrales. Le premier groupe est un systéme de transport facilité indépendant des ions sodium,
situé sur les membranes luminale et abluminale des cellules. Le second groupe est caractérisé
par sa dépendance aux ions sodium et les transporteurs sont localisés exclusivement sur la

membrane abluminale des cellules endothéliales de la BHE (O’Kane et al., 2006).

Le transport des acides monocarboxyliques se fait par I’intermédiaire des
transporteurs MCT-1 (monocarboxylate transporter-1). Ces transporteurs sont exprimés a la
surface des deux membranes des cellules endothéliales. ls participent notamment au transport
du lactate et des corps cétoniques. Ces substrats constituent une source d’énergie
supplémentaire pour le cerveau notamment lors des périodes de jelne (Simpson et al., 2007;
Bernacki et al., 2008).

2.3.2.3. Latranscytose

Les peptides, les protéines ou les molécules ayant un fort poids moléculaire
(macromolécules) ne peuvent pas entrer dans le cerveau en raison des jonctions serrées,
présentes dans la BHE, qui freinent leur passage. Leur entrée se fait par I’intermédiaire d’un
processus de transport vésiculaire. Deux types de transcytose sont décrits : la transcytose par

absorption et la transcytose spécifique dépendant de récepteurs.

La transcytose par adsorption : ce processus nécessite que la molécule, a transporter,
présente un exces de charges positives, ce qui la rend cationique. Cette caractéristique va
permettre I’interaction, électrostatique, avec la surface membranaire des cellules endothéliales,
qui est chargée négativement. Ceci va entrainer une endocytose qui sera ensuite suivie d’une
transcytose jusqu’a la membrane cellulaire opposée (Brightman and Reese, 1969; Abbott et al.,

2010). C’est un transport qui est non spécifique (Figure 7e).

La transcytose dépendante de récepteurs : la macromolécule va se lier
spécifiqguement a son récepteur, qui est présent sur la membrane des cellules endothéliales. Les

complexes récepteur/ligand se concentrent sur une zone de la membrane plasmique. Celle-ci va
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s’invaginer pour former des vésicules (les calvéoles). Ces vesicules sont internalisées et
traversent le cytoplasme de la cellule endothéliale. Puis elles vont fusionner avec la membrane
plasmique opposee (Figure 7d). Cette fusion entraine la libération du ligand dans le milieu
extracellulaire (Abbott et al., 2010). Ce type de transcytose utilise des récepteurs ce qui en fait

un transport tres spécifique.

Dans les deux types de transcytose, pour que le processus soit efficace, c'est-a-dire que
le ligand soit intact lors de sa libération, le cheminement vésiculaire doit contourner les
lysosomes afin d’empécher la dégradation de la macromolécule. Cette voie de contournement

semble étre une propriété des cellules endothéliales de la BHE (Abbott et al., 2010).

La microscopie électronique a révélé un faible taux de vésicules endocytiques au niveau
du cytoplasme des cellules endothéliales de la BHE. Par conséquent le transport des
macromolécules par transcytose serait réduit au sein de la BHE. Cependant le nombre de
vésicules endocytiques augmenteraient lors d’événement hypoxique (Keller, 2013) ou lors de

blessures cérébrales (Daneman and Prat, 2015).

Enfin, la BHE posséde un dernier systéme de protection, qui va restreindre ’entrée de
composés dans le cerveau, outre les complexes jonctionnels décrits précédemment. Ce systéme

est présent au sein des cellules endothéliales, et assure des propriétés métaboliques.

2.4. Une barriere métabolique

La BHE peut également étre considérée comme une barriere métabolique en raison de
la présence de plusieurs enzymes spécifiques et de pompes d’efflux (Bernacki et al., 2008). Les
cellules endothéliales et les astrocytes possédent des enzymes intra et extracellulaires qui
permettent de métaboliser et d’¢liminer des xénobiotiques (substances présentes dans
I’organisme mais qui lui est étranger). Par ailleurs, le transport de ces composés, en dehors de

la cellule, est assuré par des systémes de pompes d’efflux tels que la protéine P-glycoprotéine
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(Pgp), la famille des protéines « multidrug resistance-associated protein » (MRP) ainsi que la

protéine « breast cancer resistance protein » (BCRP).

2.4.1. Les enzymes

Plusieurs enzymes métaboliques sont exprimées au sein des cellules endothéliales
cerébrales. Les enzymes qui participent principalement aux propriétés de barriere métabolique
sont I’enzyme phosphatase alcaline (ALP), I’enzyme monoamine oxydase (MAO) et ’enzyme

y-glutamyl transpeptidase (y-GT) (Wilhelm et al., 2011).

L’enzyme phosphatase alcaline est présente dans beaucoup de tissus et est responsable
de I’hydrolyse de métabolites phosphorylés. Elle controle également le transport d’esters de
phosphate ainsi que des ions phosphatés. L’enzyme phosphatase alcaline est fortement

exprimée par les cellules endothéliales cérébrales (Meyer et al., 1990).

Les enzymes monoamines oxydases sont issues des mitochondries et sont présentes au
sein des tissus cérébraux. Elles sont responsables de la dégradation de neurotransmetteurs de
type monoaminergiques tels que la dopamine, la sérotonine, 1’adrénaline et la noradrénaline,
libérés par les neurones. Par ailleurs, elles limitent le passage transcellulaire de leurs

précurseurs du sang au cerveau (Lai et al., 1975).

L’enzyme y-glutamyl transpeptidase (y-GT) est caractéristique de la BHE. Elle
assure la catalyse du transfert de résidus y-glutamyl d’un peptide donneur, le plus souvent le
glutathion, a un peptide receveur (Orlowski et al., 1974). Elle intervient également dans le
transport de certains acides aminés a travers la BHE. Cependant I’enzyme y-GT n’est pas
spécifique des cellules endothéliales cérébrales puisqu’elle est également localisée au niveau
des péricytes (Frey et al., 1991). Enfin I’enzyme y-GT semble avoir des propriétés
neuroprotectrices car son activit¢ empéche ’invasion des leucotrienes C4 dans le cerveau

(Black et al., 1994).
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Il existe d’autres enzymes qui participent a la fonction de détoxification de la BHE. Elles
incluent les hémoprotéines cytochrome P450, les cytochromes P450 monoxygénases, les
NADPH-cytochrome P450 réductases, les glutathion péroxidases (GSH) et les époxides
hydrolases. Ces enzymes sont surtout exprimées au niveau du plexus choroide mais elles sont

responsables, au sein de la BHE, de la dégradation de certains xénobiotiques (Lee et al., 2001).

L’endothélium de la BHE, en plus de ces enzymes, posséde une protection
supplémentaire vis-a-vis de I’environnement cérébral, grace a 1I’expression de pompes d’efflux
membranaires. Les enzymes et les pompes d’efflux vont agir, de fagon complémentaire, pour

limiter le passage de nombreux composes (Lee et al., 2001).

2.4.2. Les pompes d’efflux

Les pompes d’efflux sont des protéines membranaires qui utilisent I’hydrolyse de
I’ATP pour transporter des molécules endogénes et exogénes. Ces pompes sont fortement
exprimées a la surface luminale des cellules endothéliales de la BHE. Elles assurent la
protection ainsi que la détoxification du SNC, en facilitant I’efflux des molécules pouvant étre
potentiellement toxiques pour le cerveau (Daneman and Prat, 2015). Il existe plusieurs familles
et sous-familles de ces pompes d’efflux. La famille des transporteurs ATP-binding cassette
(ABC) est la plus importante, et est représentée par les protéines « multidrug resistance
proteins » (MDRS), la protéine « breast cancer resistance protein » (BCRP) et les protéines
« multidrug resistance associated proteins » (MRPSs) qui appartiennent a une sous-famille des
protéines MDRs, au sein de la BHE. Par ailleurs, leurs activités réduisent considérablement le

passage de nombreux médicaments dans le cerveau (Ronaldson and Davis, 2015).

2.4.2.1. Les pompes d’efflux de la famille ABC

Chez I’homme, les transporteurs ABC sont codés par quarante huit genes. Cette
famille est classee en sept sous-familles (Ronaldson and Davis, 2015). Ces pompes d’efflux

permettent le passage des composés a travers la membrane de leurs cellules contre leur gradient
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de concentration, en utilisant I’énergie libérée par I’hydrolyse de I’ATP. La majorité de ces

transporteurs sont des protéines transmembranaires composees de quatre domaines essentiels :

- deux domaines cytosoliques appelés « nucleotide binding domains » (NBDs). C’est au niveau

de ces domaines que se déroule I’hydrolyse de I’ ATP nécessaire au transport du composé.

- deux domaines transmembranaires appelés « transmembrane proteins » (TMDs). Chacun de
ces domaines est constitué de six hélices a. Ces TMDs forment un pore par lequel le composé
va pouvoir traverser. Ce sont également des domaines qui vont conférer une spécificité aux
transporteurs pour les composés qui sont appelés substrats (Dean et al., 2001; Vasiliou et al.,
2009).

Le transport par ces pompes d’efflux repose sur la fixation du substrat sur les
domaines TMDs. Cette liaison va stimuler les sites d’ATP, présents au sein des domaines
NBDs, permettant ainsi le passage du substrat, soit a ’intérieur soit a I’extérieur, de la cellule

(Linton and Higgins, 2007).

Au sein du cerveau, les cellules expriment majoritairement la protéine « multidrug
resistance protein-1 » (ou P-glycoprotéine), les protéines « multidrug resistance-associated

proteins » et la protéine « breast cancer resistance protein » (BCRP) (Bernacki et al., 2008).

2.4.2.1.1. La protéine « multidrug resistance protein-1 » ou P-

glycoprotéine:

En 1976, des chercheurs canadiens ont associé le phénotype de tumeurs multi-
résistantes aux médicaments, a une protéine qu’ils ont appelé la protéine P-glycoprotéine (Pgp)
(Juliano and Ling, 1976). Cette protéine Pgp est une glycoprotéine phosphorylée
transmembranaire de 170 kDa. Il existe deux types de protéine Pgp chez I’Homme. Tout
d’abord, la protéine Pgp de type | (protéine Pgp exprimeée au sein de la BHE) est codée par le
géne MDR1, elle est responsable du caractére de résistance aux médicaments et des mécanismes
d’efflux des composés au sein de la BHE. Ensuite la deuxiéme protéine Pgp, dites de type II,

est codée par le gene MDR2 et est exprimée exclusivement par les hépatocytes ; elle agit comme
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une translocase de phosphatidylcholine. Chez les rongeurs, la protéine Pgp de type | est codée
par deux genes : mdrla et mdrlb, qui sont exprimés respectivement au niveau des capillaires

cerébraux et du parenchyme cérébral (Bernacki et al., 2008).

La microscopique électronique a permis de montrer que la protéine Pgp est un
polipeptide simple, de 1280 acides aminés (Jagodinsky and Akgun, 2015), composé de douze
domaines TMHs (Transmembrane helices) associés étroitement a deux domaines NBDs
(Figure 8).
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Figure 8 : structure de la protéine Pgp d'aprés Sharom et al. (Sharom, 2011). La protéine Pgp est
formée de douze domaines TMHSs (6 du c6té extracellulaire et 6 du cté cytoplasmique)

Les domaines NBDs sont caractérisés par deux motifs structuraux : Walker A et B. Au
niveau du motif Walker A, un résidu cystéine est directement impliqué dans la liaison du béta
phosphate de I’ATP tandis qu’au sein du motif Walker B, un résidu aspartate va permettre la
liaison des ions magnésium nécessaires a 1’utilisation de I’ATP (Jagodinsky and Akgun,

2015).

La protéine Pgp est exprimée dans de nombreux tissus sains tels que les intestins, les
reins ou le placenta (Sharom, 2011). De plus cette glycoprotéine est la premiére pompe d’efflux,
de la famille des transporteurs ABC, a avoir été localisée a la surface des cellules endothéliales
de la BHE humaine (Cordon-Cardo et al., 1989). En effet, au sein de cette barriére, la protéine

Pgp est principalement exprimée sur les membranes luminales (apicales) des cellules
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endotheliales microvasculaires cérébrales. Cette localisation apicale va permettre de limiter la
diffusion des molécules du sang vers le cytoplasme des cellules endothéliales, et a fortiori, vers
le tissu cérébral. Ceci a pour conséquences de limiter la pénétration des substrats dans le cerveau
et ainsi moduler leur efficacité et leur toxicité vis-a-vis du SNC (Fang et al., 2013; Chen et al.,
2014). De plus, la protéine Pgp serait également responsable de 1’expulsion de substances
endogénes hors du cerveau telles que les opioides (Felix and Barrand, 2002). Cependant des
chercheurs ont montré que les membranes des cellules endothéliales (Bendayan et al., 2006)
ainsi que les pieds astrocytaires de la BHE (Golden and Pardridge, 1999), exprimaient

également cette protéine Pgp.

La protéine Pgp posséde deux modes d’action pour transporter ses substrats : un
mécanisme de pompe d’efflux par translocase et un mécanisme d’efflux par flippase
(Jagodinsky and Akgun, 2015). Tout d’abord, le mécanisme de pompe d’efflux par translocase,
transport principal de la protéine Pgp et employé au sein de la BHE, fait intervenir deux
conformations de la protéine Pgp : une conformation avec le site de fixation du substrat tourné
vers l’intérieur de la cellule, et une conformation avec le site de fixation tourné du coté
extracellulaire. Les substrats, étant pour la plupart de nature hydrophobe, vont entrer dans la
cellule par diffusion passive, en raison de leur meilleure solubilité dans la bicouche
phospholipidique de la membrane plasmique. Ensuite, le changement de conformation de la
protéine Pgp, permettant le passage d’une configuration a I’autre, est induit a la fois par la
fixation du substrat et I’hydrolyse de ’ATP, et conduit a relacher le substrat dans le milieu

extracellulaire (Figure 9).
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Figure 9 : Mécanisme d'action par translocase pour I'expulsion des substrats par la protéine Pgp
(Johnstone et al., 2000). Les substrats de la pompe d’efflux Pgp (en vert) vont diffuser a travers la
membrane plasmique puis sont relargués hors de la cellule par un mécanisme ATP-dépendant.

Les hélices transmembranaires (TMHSs) sont riches en composés aromatiques, qui vont
intervenir dans la fixation et le transport des médicaments. Par ailleurs, ces TMHs semblent
assurer la flexibilité conformationnelle nécessaire a 1’adaptation de la protéine Pgp a de
nombreux substrats, de nature hydrophobe, de tailles et de structures différentes (Sharom,
2011).

De plus, la protéine Pgp peut également transporter ses substrats par une flippase, en les
faisant passer d’une face a I’autre de la membrane par un mouvement de flip-flop (Johnstone et
al., 2000) (Figure 10). En effet, les substrats présents de chaque c6té de la membrane plasmique
sont en équilibre dans le milieu aqueux, et vont générer ainsi un gradient de concentration a

travers cette membrane.
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Figure 10 : mécanisme d'action de flippase par la protéine Pgp pour transporter ses substrats
(Johnstone et al., 2000). Les substrats (en vert) interagissent d’abord avec la membrane plasmique,
puis sont pris en charge par la protéine Pgp et transportés a I’extérieur de la cellule. Les substrats, qui
sont intercalés dans la bicouche phospholipidique, sont relargués dans le milieu extracellulaire par un
mouvement de flip-flop. 1l faut noter que le transport des substrats entre les faces de la membrane est
relativement rapide, tandis que leur passage, de I’extérieur au cytosol, est un processus beaucoup plus
lent.

La protéine Pgp peut étre stimulée par une large gamme de substrats, qui different par
leur nature, leur structure ou leur action pharmacologique. Depuis I’identification de la protéine
Pgp, plus d’une centaine de substrats ont été répertoriés. En effet, ces substrats peuvent étres
des composés naturels, des médicaments chimiothérapeutiques, des hormones stéroides, des

sondes fluorescentes ou des ionophores. La table 1 résume, de facon non exhaustive, les

différentes catégories de substrats de Pgp.
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Catégories Composés

Médicaments anti-cancéreux Anthracyclines : doxorubicine, daunorubicine
Camptothécines : topotécane

Epipodophyllotoxines : étoposides,
téniposides

Taxanes : docetaxel, paclitaxel

Inhibiteurs de tyrosine kinase Imatinib mesylate
Gefitinib
Produits naturels Flavonoides

Curcuminoides
Colchicine

Actinomycine D

Sondes fluorescentes Rhodamine 123
Hoechst 33342

Calcéine acetoxymethylester

Hormones stéroides Aldostérone

Corticostérone

Dexamethasone

Pesticides Methylparathion
Endosulfan
Anti-epileptiques Topiramate

Tableau 1 : Substrats de la protéine Pgp d’apres Sharom et al. (Sharom, 2011).




Ces substrats sont des composés neutres ou cationiques (Ronaldson and Davis, 2015).
En effet, Pgp transporte des substrats de nature amphiphile ou hydrophobe qui comportent

souvent des cycles aromatiques et un atome d’azote chargé positivement (Sharom, 2011).

Il existe un second groupe de composés, qui interagissent avec la protéine Pgp, ce sont
les inhibiteurs. Ces molécules sont capables d’annuler I’action de la protéine Pgp, de différentes
facons en influant sur la capacité de celle-ci a expulser les composés. Ces inhibiteurs, comme
les substrats, possédent des structures différentes. La table 2 résume de facon assez bréve les

diverses catégories d’inhibiteurs.

Catégories Composeés

1ére génération Verapamil
Cyclosporin A

Tamoxifen

2nde génération PSC-833 (Valspodar)

VX-710 (Biricodar)

3éme génération LY335979 (Zosuquidar)
0C144-093 (Ontogen)
XR9576 (Taraquidar)

GF120918 (Elacridar)

Autres Curcuminoides
Flavonoides
Disulfirame

Cremaphore EL
Nonidet P40

Alcool benzylé

Tableau 2 : Inhibiteurs de la protéine Pgp d’aprés Sharom et al. (Sharom, 2011).
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Certains de ces inhibiteurs vont étre transportés et induire une inhibition compétitive,
comme la cyclosporine A, tandis que d’autres vont se lier au site de fixation du substrat pendant
une certaine période sans étre transporter. Dans certains cas, les inhibiteurs vont interagir avec
les domaines NBDs, interférant ainsi avec 1’hydrolyse de ’ATP (hormones stéroides, par
exemple) (Sharom, 2011).

Les inhibiteurs peuvent étre utiles afin d’augmenter la capacité d’administration de
médicaments thérapeutiques, notamment dans le cerveau, ce qui est souhaitable lors des
traitements des cancers, des maladies d’ Alzheimer et de Parkinson... Cependant la nature poly-
specifique des sites de liaison, présents au sein de la protéine Pgp, ainsi que leur capacité a fixer
plusieurs substrats en méme temps, rend la conception d’inhibiteurs a haute affinité trés difficile

(Sharom, 2011).

Enfin, une étude sur des souris déficientes en protéine Pgp, a révélé que la pénétration
de ses substrats, dans le cerveau, pouvait étre augmentée de dix a cent fois. Cette pénétration
accrue peut entrainer, dans certains cas, des conséquences dramatiques du fait de leur toxicité.
Ces résultats démontrent ainsi le réle majeur de cette pompe d’efflux dans la protection du SNC
(Schinkel and Jonker, 2003). Cependant, la protéine P-glycoprotéine est altérée dans de
nombreuses pathologies. En effet, ’augmentation de I’expression et/ou de ’activité de la
protéine Pgp a été observée dans les microvaisseaux de I’hippocampe, isolés chez des rats
hypertendus sujet a des AVC (Ueno et al., 2009) et dans les microvaisseaux cérébraux prélevés
chez des rats Sprague-Dawley sujets a des douleurs inflammatoires (McCaffrey et al., 2012).
Par ailleurs 1I’hypoxie serait un facteur de surexpression de la protéine P-glycoprotéine (Xiao-
Dong et al., 2008; Fang et al., 2013).

2.4.2.1.2. Les protéines « multidrug resistance-associated proteins »
ou MRPs

Les protéines « multidrug resistance-associated proteins » (ou la sous-famille ABCC),
sont constituées de treize membres dont un canal ionique, deux récepteurs présents a la surface
des cellules et d’une protéine tronquée qui n’intervient pas dans le transport (Haimeur et al.,

2004). Ces quatre protéines ne possédent pas la capacité d’effluer des substances et par
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conséquent elles ne seront pas décrites dans ce paragraphe. Par ailleurs, cette sous-famille
possede neuf membres (MRP1 a MRP9) qui jouent le role de pompes d’efflux. Ces neuf
protéines MRPs peuvent étre classées en deux groupes selon leur topologie membranaire (Kruh
and Belinsky, 2003) (Figure 11) :

- les protéines MRPs dits “longs” (MRP-1, MRP-3, MRP-6 et MRP-7), ces protéines possedent
trois domaines transmembranaires (TMDO, TMD1, TMD2), deux domaines NBDs (NBD1 et
NBD?2) dont le premier est situé entre TMD1 et TMD?2 tandis que le deuxieme est localisé entre
TMD?2 et I’extrémité C-terminale. Leur structure se distingue de celle de la protéine Pgp par la
présence d’une boucle intracyctoplasmique (L0), située a I’extrémité amino-terminale, qui est

essentielle pour le fonctionnement des protéines (Bakos et al., 1998).

- les protéines MRPs dits “courts” (MRP-4, MRP-5, MRP-6 et MRP-9) : ces protéines
possedent la méme structure que les MRPs décrits précédemment, a 1’exception du domaine

transmembranaire TMDO qui n’est pas présent.

MRPI
MRP2
MRP3
MRP6
MRP7

MRP4
MRPS
MRPR

MRP9

COOH

Figure 11 : Topologie membranaire des protéines MRPs d’aprés Dallas et al. (Dallas et al.,
2006). MRP-1, MRP-2, MRP-3, MRP-6 et MRP-7 sont composées de trois domaines
transmembranaires (TMDO, TMD1 et TMD?2) et de deux domaines NBDs (représentés par les cercles
gris). TMDO et TMD1 sont reliés par une boucle intracytoplasmique (Lo). MRP-4, MRP-5, MRP-8 et
MRP9 sont constituées seulement par les domaines TMD1 et TMD2, reliés par LO, ainsi que des deux
domaines NBDs.

Ces protéines MRPs transportent des anions organiques ainsi que des métabolites

sulfatés, des glucuronidés ou des conjugués du glutathion (Ronaldson and Davis, 2015), mais
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peuvent également prendre en charge des médicaments organiques neutres (Haimeur et al.,
2004). Cette sous-famille possede des substrats qui different de ceux de la protéine Pgp.
Toutefois, il existe des substrats qui sont pris en charge a la fois par les protéines MRPs et par
la protéine Pgp (Seelig et al., 2000). A I’instar de la protéine Pgp, les protéines MRPs sont
localisées dans de nombreux tissus sains tels que la BHE ou la barriere hémato-meéningée (Borst
et al., 2000). Certaines protéines MRPs, sont exprimées a la surface apicale des membranes
cellulaires des tissus, ce qui reste la localisation adéquate pour le role cytoprotecteur des
pompes d’efflux, tandis que d’autres protéines MRPs, sont situées a la surface basale des
membranes cellulaires (Schinkel and Jonker, 2003). Les analyses de ’ARNm ont montré un
fort taux de protéine MRP-1 au niveau des cellules endothéliales des capillaires cérébraux
humains, et un faible taux des protéines MRP-2,-3-5 (Dombrowski et al., 2001). Or, la
microscopie a fluorescence a révélé un fort taux d’expression des protéines MRP-1, -4 et -5,
aucun signal n’a pu étre détecté pour les protéines MRP-2, -3 et -6 (Nies et al., 2004). Pris
ensemble ces résultats suggerent, selon que I’expression soit étudiée au niveau de I’ARNm ou
de la protéine, que six protéines MRPs seraient exprimées au sein de la BHE. Cependant
I’influence des protéines MRPs sur la BHE, et notamment sur sa perméabilité, dépendrait de
leur localisation sur les membranes des cellules endothéliales cérébrales. En effet, seules les
protéines MRPs situées sur la surface apicale, de la membrane plasmique, restreindraient
I’acces des substrats au cerveau. La microscopie confocale a permis de mettre en évidence trois
protéines MRPs sur les membranes luminales des cellules endothéliales cérébrales, qui sont les
MRP-1, -4 et -5.

La protéine MRP-1 : a été le premier membre découvert, en 1992, dans des cellules
cancéreuses (Cole et al., 1992). Les cellules qui expriment la protéine MRP-1 possédent des
propriétés de résistance contre des produits naturels ou des molécules anticancéreuses telles que
les vinca alkaloides, les anthracyclines ou les epipodophyllotoxines (Cole et al., 1994;
Breuninger et al., 1995). A I’inverse de la protéine Pgp, la protéine MRP-1 serait plus spécifique
aux transports de composes anioniques tels que le glutathion (GSH), la glucuronide ou les
conjugués sulfatés (Jedlitschky et al., 1997), ou de composés metalloides comme 1’arsenic, les
pesticides acetanalides, les bioflavanoides (Leslie et al., 2005). Par ailleurs, la protéine MRP-1
est capable de transporter des composés cationiques, quand ceux-ci sont conjugués au GSH
(Rappa et al., 1997; Loe et al., 1998). L’expression de la protéine MRP-1 et de I’enzyme de
synthése de GSH (y-glutamyl cysteine synthetase) serait regulée, de facon coordonnée, par le
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stress oxydatif ou les métaux lourds (Ishikawa et al., 1996; Yamane et al., 1998). Le glutathion
¢tant responsable du maintien de 1’équilibre oxydo-réduction cellulaire, ainsi que de la défense
anti-oxydante du cerveau, une surexpression de la protéine MRP-1 par un stress oxydatif, va
entrainer une augmentation d’efflux cellulaire du glutathion ; ce qui suggere que la protéine
MRP-1 est impliqué dans la détoxification et 1’¢limination des métabolites endogénes toxiques
(Leslie et al., 2001; Ronaldson and Davis, 2015). De plus, la protéine MRP-1 est également un
transporteur du leukotriene C4 (LTC4), mediateur inflammatoire, suggérant une implication

dans les réponses immunitaires (Haimeur et al., 2004; Bernacki et al., 2008).

La protéine MRP-4 : a la capacité de transporter et de conférer une résistance envers
une variété de composés phosphorylés. En effet la protéine MRP-4 peut prendre en charge des
nucléotides cycliques tels que I’AMPc, la GMPc¢ ou des nucléotides analogues comme la 9-(2-
phosphonylmethoxyethyl) adenine (PMEA), 1’azidothymidine monophosphate et des
analogues a la purine (6-mercaptopurine, 6-thioguanine) (Schuetz et al., 1999; Chen et al.,
2001). Cependant la gamme de substrats de cette protéine serait plus large que celle décrite
précédemment. En effet, Reid et al. (Reid et al., 2003b) ont démontré que les cellules
transfectées par la protéine MRP-4, étaient capables de transporter des prostaglandines E1 et

E2 mais également des methotrexates (Chen et al., 2002; van Aubel et al., 2002).

La protéine MRP-5 : le géne codant pour la protéine MRP-5 est exprimé, de facon
ubiquitaire, a un fort niveau d’expression au sein des cellules du muscle squelettique et du
cerveau (Belinsky et al., 1998). La protéine MRP-5 appartient a la méme sous-famille que la
protéine MRP-4, seulement le spectre des substrats est plus restreint que celui de la protéine
MRP-4. La protéine MRP-5 prend en charge les substrats monophosphorylés tel que PMEA
(Reid et al., 2003a; Wielinga et al., 2003). La protéine MRP-5 se distingue, surtout, de MRP-4
par sa sensibilité aux inhibiteurs MRPs. En effet, la concentration de probénicide pour la
protéine MRP-5 est dix fois moins élevée que pour MRP-4, afin d’inhiber le transport de
PMEA. A l’inverse, I’inhibiteur MK571 doit étre quatre fois plus concentré pour la protéine
MRP-5, que MRP-4, afin de bloquer le transport du substrat. Enfin, le substrat stavudine
monophosphate semble étre pris en charge par la protéine MRP-5 mais pas par MRP-4 (Reid et
al., 2003a).
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A ce jour, il a eté décrit différents inhibiteurs pour cette famille de protéines MRPs tels

que le probénicide, le sulfinpyrazone, le S-décyl glutathion ou le benzbromarone. Le MK-571
est également un inhibiteur de cette sous-famille de transporteur ABC, puisqu’il est un

antagoniste des ligands des récepteurs a leukotriéne (Schinkel and Jonker, 2003).

2.4.2.1.3. La protéine « breast cancer resistance protein » (BCRP)

La protéine BCRP a été identifiée pour la premiere fois, en 1998, dans une lignee
tumorale mammaire (MCF7) (Doyle et al., 1998). Cette protéine, ayant été découverte dans une
lignée cancéreuse, a €té nommée « breast cancer resistance protein », malgré le fait qu’elle
n’intervient pas exclusivement dans les cellules tumorales. La protéine BCRP est une
glycoprotéine membranaire de 655 acides aminés, composée d’un seul NBD (domaine de
liaison de I’ATP) et d’un seul TMD (Figure 12).
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Figure 12 : Structure de la protéine BCRP d’aprés Schinkel et al (Schinkel and Jonker, 2003).
La protéine BCRP est constituée d’un seul domaine NBD, localisé sur I’extrémité N-terminale, et d’un
seul domaine TMD, composé de six domaines transmembranaires.

A D’instar de la protéine Pgp et des protéines MRPs, la protéine BCRP est une pompe
d’efflux ATP dépendante, permettant I’efflux de substrats et induisant une résistance a certains
médicaments comme la doxorubicine, la mitoxantrone ou la topotecane (Allen et al., 1999). Par
ailleurs, une surexpression de I’ADNc de la BCRP, chez les mammiféres, a révélé que la pompe
d’efflux était fonctionnelle sous une forme homodimeére (Honjo et al., 2001; Kage et al., 2002).
De plus, elle serait présente sur la surface apicale des cellules polarisées (Jonker et al., 2000)

telles que les cellules épithéliales intestinales, les cellules mammaires, les cellules endothéliales
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des capillaires ou des veines (Schinkel and Jonker, 2003). Au sein de la BHE, la protéine BCRP
est également localisée sur la surface luminale des cellules endothéliales cérébrales (Hori et al.,
2004b; Lee et al., 2005). La distribution de la protéine BCRP, étant voisine de celle de la
protéine Pgp, semble indiquer que les deux protéines agissent de concert pour effluer les
xenobiotiques circulants, hors du cerveau, et protéger ainsi le SNC (Schinkel and Jonker, 2003).
Cependant la fonctionnalité de la protéine BCRP, au sein de la BHE, est un sujet & débat. En
effet, certaines études ont suggéré que cette protéine n’était pas fonctionnelle au niveau de cette
barriére (van Herwaarden et al., 2003; Lee et al., 2007), d’autres ont minimisé son role dans
I’efflux des xénobiotiques hors du cerveau (Zhao et al., 2009), et certains ont apporté des
analyses plus détaillées qui confirment que la protéine BCRP est un élément crucial dans la
pénétration de drogues a travers la BHE (Kodaira et al., 2010; Agarwal et al., 2011).

Par ailleurs, cette protéine BCRP semble posséder des substrats et des inhibiteurs
communs a la protéine Pgp (Schinkel and Jonker, 2003). Certains substrats sont également
propres a cette pompe, comme la prasozine ou la mitoxantrone (Cisternino et al., 2004).
L’inhibiteur, le plus connu pour cette protéine, est le GF120918, dont 1’action permet

d’augmenter la pénétration de certains flavanoides dans le cerveau (Youdim et al., 2004).

Enfin, du fait de son association étroite avec la protéine Pgp, la protéine BCRP a suscité
de nombreuses études. En effet, des analyses protéomiques et transcriptionnelles ont révélé que
cette protéine BCRP serait la pompe d’efflux la plus exprimée au sein de la BHE, devant la
protéine MRP-1 et la protéine Pgp (Bernacki et al., 2008; Uchida et al., 2011).

2.4.2.2. Les autres pompes d’efflux

Outre les transporteurs de type ABC, des études de transports menées in vitro et in vivo,
ont révélé que certains membres de la famille des « solutes carriers » (SLCs) intervenaient dans
les mécanismes d’efflux de molécules au sein des barrieres cérébrales, et particulicrement la
BHE (Hagenbuch and Meier, 2004) Les représentants principaux des transporteurs SLCs sont
les proteines OATPs (« organic anion transporting polipetides ») et les protéines OATs
(« organic anion transporters »). A I’inverse des transporteurs ABC, les protéines OATS et
OATPs ne permettent pas le passage des molécules contre leur gradient de concentration,
puisque ces derniéres n’hydrolysent pas d’ATP. En effet, ces familles de transporteurs sont en

réalité des echangeurs, c'est-a-dire qu’ils font passer une molécule en contre partie d’une autre,
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ou d’un ion (L&scher and Potschka, 2002). Le transport est, néanmoins, induit par un gradient
de concentration ou un gradient ionique, et est réversible. Toutefois, et contrairement a la
protéine Pgp ou aux protéines MRPs, la localisation exacte, de la plupart de ces protéines
OATPs ou OATS, reste a determiner (Fricker and Miller, 2004).

24.2.2.1. Les protéines OATPs

Les protéines OATPs sont exprimées dans de nombreux tissus, comme le plexus
choroide, les poumons, le ceeur, les intestins, les reins, le placenta, les testicules et la BHE. Elles
interviennent principalement dans I’efflux de nombreux solutés anioniques organiques
amphiphiles tels que les sondes organiques, les conjugués stéroides, les hormones thyroidiennes
T3 et T4, les peptides neuroactifs... Cette sous-famille est constituée de quatorze membres.
Seuls trois membres sont exprimés au sein de la BHE : Oatp2, Oatp3 et Oatp14. Plusieurs études
ont démontré que la protéine Oatp2 était fortement exprimée dans le cerveau (Noé et al., 1997;
Abe et al., 1999) et était localisée sur les deux surfaces des membranes (apicale et basale) des
cellules (Gao et al., 1999). Par ailleurs, la protéine OATP-A est une protéine Oatp spécifique
de I’Homme. Elle est exprimée par différents tissus comme les poumons, le foie, les reins, les
testicules et plus particuliérement au sein de la BHE ou elle est fortement exprimée (Abe et al.,
1999). En effet, des études d’immunofluorescence ont révélé que la protéine OATP-A était
exprimée par les cellules endothéliales cérébrales (Ganapathy et al., 2000; Gao et al., 2000).
Ses substrats incluent les anions organiques amphiphiles, les cations organiques de type 11 et
les peptides. Par ailleurs, il semblerait que les protéines Oatp2 et OATP-A soient également
impliquées dans le transport d’autres stéroides (estrone-3-sulfate), des hormones stéroides (T3
et T4), de médicaments (fexofenadine), des composés cationiques (rocuronium) et des peptides
exercant une neuro-activité ([D-penicillamine 2,5]-enkephalin) (Dagenais et al., 2001;
Hagenbuch et al., 2002). A partir de ces observations, Hagenbuch et al. ont émis I’hypothése
que les protéines Oatp2 et OATP-A travaillaient a la fois comme pompes d’efflux, pour les
substrats synthétisés par le cerveau ainsi que pour les déchets produits nécessitant d’étre efflués,
et comme pompes d’influx, pour les composés neuroactifs tels que les peptides opioides

(Hagenbuch et al., 2002).
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2.4.2.2.2. Les protéines OATs

Les protéines OATS interviennent dans I’efflux de composés anioniques organiques tels
que la benzylpenicilline par exemple, mais également de composés cationiques organiques
comme la cimétidine (Kusuhara et al., 1999; Nagata et al., 2004). Parmi ces protéines OATS,
la protéine Oat3 a été détectée au niveau des membranes apicale et basale des cellules
endotheéliales cérébrales, avec néanmoins une prédominance sur les membranes basales des
cellules (Loscher and Potschka, 2002). Cette protéine Oat3 aurait un poids moléculaire plus
élevé, que son homologue la protéine Oatl présent au sein du foie, des reins, des yeux et du
cerveau, en raison de son état de glycosylation (Kusuhara et al., 1999). De plus la protéine Oat3
est un échangeur dont 1’activité serait induite par un gradient de concentration extracellulaire
de dicarboxylate (Sweet et al., 2003). Par ailleurs le transporteur RST, transporteur apparenté
aux protéines OATSs, serait un transporteur facilité capable de réguler et de coordonner le
transport des anions organiques par la protéine Oat3 au sein de la BHE (Bernacki et al., 2008).

Enfin, la protéine RLIP76 confére une résistance aux médicaments, mais n’appartient
pas a la famille des transporteurs ABC et des transporteurs SLCs. Cependant cette protéine est
un transporteur, multi-spécifique, de composés chimiothérapeutiques amphiphiles tels que la
doxorubicine et les conjugués électrophiles du glutathion, et interviendrait au sein de la BHE
(Loscher and Potschka, 2002). En effet, Bennani-Baiti et al. ont montré, pour la premiere fois,
que I’expression de la protéine RLIP76 est induite par la cytokine inflammatoire TNF-a, suivi
d’une induction cinétique de marqueurs de I’inflammation, révélant ainsi que 1’inflammation

peut influencer 1’expression de cette protéine au sein de la BHE (Bennani-Baiti et al., 2015).

Les cellules endothéliales microvasculaires cérébrales constituent le siege anatomique
de la BHE, de par ses propriétés physique, physiologique et métabolique. Toutefois, ces

propriétés sont induites et régulées par les autres éléments qui constituent la BHE.
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3. Une barriere dynamique

Les paragraphes précédents ont mis en évidence le fait que les propriétés clés de la BHE
étaient assurées par les cellules endothéliales. Cependant des études de transplantations, ont
révélé que le maintien d’une BHE fonctionnelle était permis et régulé par les différents types
cellulaires, composant la micro-niche de I’'UNV (Stewart and Wiley, 1981; Janzer and Raff,
1987). En effet, la BHE étant une structure complexe et essentielle au maintien de
I’environnement optimal neuronal, il n’est pas surprenant que les propriétés de barrieres
(biologique, physique et métabolique) soient induites et régulées par plusieurs types cellulaires.

La régulation de ces propriétés est permise, principalement, par les astrocytes et les péricytes.

3.1 Les astrocytes

Les astrocytes montrent des morphologies différentes selon leur localisation et leur
association avec les autres types cellulaires. Les études sur cultures cellulaires ont apporté des
preuves évidentes sur I’implication des astrocytes dans la régulation des phénotypes de barriéres
de la BHE. Cette régulation concerne les jonctions serrées (phénotype de barriére physique),
I’expression et la polarisation des transporteurs tels que la protéine Pgp et le transporteur
GLUT-1 (phénotypes de barrieres de transport et métabolique) et I’expression d’enzymes
spécifiques (phénotype de barriere métabolique) (Dehouck et al., 1990; Rubin et al., 1991;
Hayashi et al., 1997; Sobue et al., 1999; McAllister et al., 2001; Haseloff et al., 2005).
L’interaction des astrocytes avec les cellules endothéliales cérébrales est connue pour réguler
la morphologie de ces dernieres, le phénotype de barriere ainsi que 1’angiogéneése, que ce soit

en conditions physiologique ou pathologique (Prat et al., 2001).

Les astrocytes modulent le fonctionnement endothélial, en activant des voies de

signalisation et en sécrétant des facteurs.
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3.1.1. Les voies de signalisation

L’une d’elle est celle de Hedgehog (Hh) qui est impliquée dans la morphogénése
embryonique, 1’orientation neuronale et I’angiogénése. Toutefois, des études sur la TEER et la
perméabilité ont permis de déterminer qu’une activation de la voie Hh induisait I’expression
des proteines de jonctions, améliorant ainsi le phénotype de barriére de la BHE (Alvarez et al.,
2011). De plus il a été observé sur des souris, knock down pour le gene Smoothened (Smo),
une augmentation de la perméabilité des cellules endothéliales de la BHE, qui est corrélée avec
une diminution de I’expression des protéines jonctionnelles (Alvarez et al., 2013). Le facteur
Smo intervenant dans la voie de signalisation Hh, ces résultats tendent a conclure que cette voie
de signalisation a une influence significative sur la fonction de la BHE. Par ailleurs il a été
montré, sur une culture primaire de cellules endothéliales cérébrales, que la voie de
signalisation Wnt/B-caténine régulait également les propriétés de la BHE (Liebner et al., 2008).
Dans ce modele cellulaire, la protéine B-caténine est stabilisée soit par un traitement de Wnt3a
soit en tronquant son extrémité N-terminale. Cette stabilisation induit une augmentation de
I’expression de la protéine claudine-3, ainsi qu’une augmentation de la formation de complexes
jonctionnelles. Inversement, un manque de protéine B-caténine entraine une rupture de la BHE
(Liebner et al., 2008). En continuité avec ces résultats, Daneman et al. ont mis 1’accent sur
I’impact de cette voie de signalisation sur ’angiogénése du SNC ainsi que sur les transporteurs
de la BHE. En effet, ils ont démontré que cette voie influencait certains transporteurs
specifiques de la BHE, tel que le transporteur GLUT-1, ainsi que leur r6le dans la formation de
la BHE (Daneman et al., 2009).

3.1.2. Les facteurs sécrétés

Les facteurs sécrétés par les astrocytes vont promouvoir la croissance vasculaire et

I’induction des propriétés de la BHE.

Le facteur de croissance de I’endothélium (VEGF) dont I’action principale est de

stimulée 1’angiogénése. Toutefois lors de conditions inflammatoires ce facteur diminue la

ey



stabilité de la BHE (Argaw et al., 2009, 2012), suggérant ainsi son implication au sein de la

BHE lors d’états pathologiques.

Les proteines angiopoiétines sont egalement sécrétées par les astrocytes et vont
intervenir dans la régulation de la BHE. L’angiopoiétine-1 intervient, comme son nom
I’indique, dans le processus d’angiogénese. Néanmoins elle est capable d’induire, de fagon
temporaire, une diminution de la perméabilité de la BHE en se fixant sur son récepteur
endothélial TIE2. Cette diminution de perméabilité serait liée a une surexpression des protéines
de jonctions (Prat et al., 2001). En effet il a été démontré, in vitro, que cette liaison
ligand/récepteur augmentait la TEER de la BHE (lgarashi et al., 1999; Lee et al., 2003).
Inversement le facteur endothélial LIF (endothelial-derived factor) permettait d’induire la
différenciation des astrocytes (Mi et al., 2001). L’angiopoiétine-2, quant a elle, participerait
aux premieres étapes de rupture de la BHE lors de pathologies, mais son mécanisme est peu
connu (Nourhaghighi et al., 2003).

Le facteur de croissance TGF-p sécrété par les astrocytes, est une cytokine impliquée
dans la croissance cellulaire, la différenciation, la morphogénése, 1’apoptose et
I’immunomodulation. Dans le SNC, ce TGF-f a une action neuroprotectice, puisque des études
in vitro ont montré que ce facteur avait la capacité d’induire I’activité de la protéine Pgp et de
réduire la perméabilité de la BHE (Dohgu et al., 2005), empéchant ainsi aux composés
neurotoxiques de traverser la BHE. De plus, le facteur TGF-f3 permettrait de restreindre la

migration des leucocytes a travers 1’endothélium neurovasculaire (Daneman and Prat, 2015).

L’acide rétinoique (RA) est un dérivé de la vitamine A. D’aprés de récentes études, il
serait également sécrété par les astrocytes. L’activation de son récepteur RAR-f3 augmenterait
la TEER qui serait corrélée avec une augmentation de I’expression des protéines Pgp, ZO-1 et
de la VE-cadhérine (Daneman and Prat, 2015). Enfin I’acide rétinoique est connu pour réguler
les voies de signalisation Hh et Wnt, ce qui suggere que ce dérivé pourrait étre un modulateur
de la BHE (Halilagic et al., 2007; Paschaki et al., 2012).
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Lors de la découverte de la BHE, les chercheurs ont attribué I’induction et la régulation
des propriétés de la BHE aux astrocytes, puisque leurs études ont montré que la TEER était
significativement augmentée en présence d’astrocytes (Stewart and Wiley, 1981; Arthur et al.,
1987; Janzer and Raff, 1987). Cependant, une dizaine d’années plus tard, des études ont révélé
que 1’établissement des complexes des jonctions serrées de la BHE, qui sont responsables
majoritairement du caractére imperméable de la BHE, pouvait s’effectuer en 1’absence
d’astrocytes (Felts and Smith, 1996; Jaeger and Blight, 1997). De nos jours, les péricytes sont

étudiés comme modulateurs clés de la BHE et de ’'UNV.

3.2. Les péricytes

Les études récentes tendent a montrer I’implication majeure des péricytes dans la
modulation de la BHE. Ce concept a été émis suite a des études in vitro, qui ont observé une
augmentation de la TEER de cellules endothéliales en culture apres ajout de péricytes (Dente
et al., 2001). Récemment Daneman et al. ont démontré le rdle des péricytes dans la formation
de la BHE lors du développement, et cela bien avant que le contact avec les astrocytes soient
établis. En effet, les péricytes contrbleraient la formation des jonctions serrées et du trafic
vésiculaire transendothélial (Daneman et al., 2010). Armulik et al. ont montré qu’un manque
de péricytes entrainait une augmentation du taux de transcytose ainsi que des molécules
d’adhésion leucocytaire, conduisant a une infiltration des cellules immunitaires dans le SNC.
En effet, des souris mutées (peu de péricytes) ont permis de déterminer que ces péricytes étaient
nécessaire a la régulation de I’homéostasie de la BHE et plus particuliérement sur 1’inhibition
de la transcytose (Armulik et al., 2010). Une comparaison des analyses transcriptionnelles de
ces souris mutées versus souris sauvages ont suggéré que 1’expression des genes impliqués dans
les propriétés spécifiques de la BHE était peu altérée (jonctions, transporteurs). Cependant les
géenes impliqués dans les propriétés spécifiques des cellules endothéliales de la BHE (faible
transcytose et adhésion leucocytaire) étaient augmentés (Daneman et al., 2010). Ces résultats
permettent de conclure sur le réle des péricytes dans la régulation des propriétés de la BHE. En
effet, ceux-ci interviendraient sur les propriétés d’inhibition de la BHE : manque de transcytose

et de filtration des cellules immunitaire.

Enfin, au cours du vieillissement, le cerveau subirait une perte de péricytes qui serait

corrélée a une réduction progressive des protéines des jonctions serrées comme 1’occludine, la
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claudine-5 ou ZO-1 (Bell et al., 2010). Cette diminution de protéines des jonctions serrées va
entrainer une augmentation du passage paracellulaire ce qui va contribuer a 1’entrée de
molécules neurotoxiques dans 1’espace périvasculaire ou dans 1’endothélium vasculaire
cérébral, pouvant entrainer a long terme une neurodégénération (Bell et al., 2010; Winkler et
al., 2011).

L’endothélium, qui tapisse la surface des capillaires cérébraux, posséde donc des
propriétés qui le différencient des autres endothélia. En effet, la différence entre eux
provient de la présence de complexes jonctionnels qui vont sceller ’espace intercellulaire,
associés a des enzymes et des pompes d’efflux restreignant le passage de nombreux
substrats, mais aussi du manque de transport vésiculaire. Toutes ces caractéristiques
permettent a la BHE d’assurer une protection vis-a-vis du cerveau contre tous composés
potentiellement toxiques, présents dans le sang. Toutefois la BHE autorise le transport de
certaines molécules essentielles au bon fonctionnement cérébral. Cette caractéristique
physiologique est assurée par des transporteurs, hautement spécifiques, permettant
principalement I’approvisionnement du cerveau en nutriments. La formation et les
propriétés liées au fonctionnement de la BHE sont sous la responsabilité d’autres types

cellulaires, qui forment également la BHE (astrocytes et péricytes).

La BHE, étant une structure complexe et ayant un role essentiel dans le bon
fonctionnement du cerveau, a fait I’objet de nombreuses études. Pour étudier son
fonctionnement dans des conditions pathologiques, comme I’hypoxie, différentes
possibilités s’offrent aux scientifiques : les modéles in vivo, in vitro en passant par les
modeles in silico. La prochaine partie va développer les modéles d’étude de la BHE en se

centrant sur les modeéles in vitro qui sont les plus utilisés dans la littérature.




Chapitre 2 : Modg¢les d’étude in vitro de la BHE

Les modeles in vitro ont fortement contribué aux recherches menées sur la BHE. En
effet la BHE étant la premiere ligne de défense du cerveau, elle est impliquée dans de
nombreuses pathologies du SNC. Pour comprendre et traiter le plus efficacement possible ces
pathologies, il est nécessaire d’avoir de meilleures connaissances sur la fonction et la régulation
de cette barriere. La BHE étant composée de différents types cellulaires (cf Chapitre 1), qui
individuellement contribue au maintien et a la fonction de cette derniére, 1’identification ainsi
que le ciblage des méecanismes cellulaires semblent indispensables. Cependant le cerveau étant
un organe complexe, I’interprétation des résultats obtenus chez I’animal reste difficile. Les
modeles in vitro présentent, alors, un fort intérét afin de pallier aux difficultés rencontrées lors
d’études menées in vivo (Wilhelm and Krizbai, 2014). En effet, ces modéles in vitro permettent
d’étudier, de facon plus précise, les mécanismes moléculaires et cellulaires impliqués dans le
fonctionnement de la BHE, tout en mimant le plus fidelement possible les conditions in vivo
(Cecchelli et al., 2007). Par ailleurs, les conditions expérimentales sont plus facilement
contrélables in vitro qu’in vivo, et sont plus acceptables d’un point de vue éthique puisqu’elles
permettent de réduire de fagon drastique le nombre d’animaux utilisés. Durant ces quarante
derniéres années, ces modeles in vitro ont permis d’améliorer nos connaissances sur le controle
du passage et de I’efflux des substances endogénes. De plus, ils ont apporté des éléments de
réponses sur la fonction des différents types cellulaires de la BHE dans la régulation de cette
derniére lors de processus physiologique ou pathologique (Ogunshola, 2011). Enfin la mise en
place, plus ou moins facile, de ces modeéles cellulaires ainsi que leur faible co(t, a conduit au
développement de différents modeéles qui seront décrits dans ce chapitre. Un modéle de BHE
doit pouvoir proposer deux compartiments afin de mimer la circulation sanguine et le
compartiment cérébral. En effet, bien que la culture de cellules endothéliales sur des boites de
pétri permettent différentes études telles que des études de cytotoxicité ou de signalisation
intracellulaire induite par des médicaments, elle ne peut étre considérée comme un modele de
BHE en raison de ce manque de compartimentation (Wilhelm and Krizbai, 2014). Le
développement de modeéle in vitro de BHE a été possible grace au systéme d’inserts (Figure
13). Le principe de ces inserts repose sur une membrane microporeuse, dont le diamétre des
pores peut varier, et qui permet les échanges, entre I’insert et le puits, de petites molécules et
de facteurs de croissance sécrétés par les cellules. Enfin cette membrane microporeuse empéche

la migration de cellules entre les deux compartiments.
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compartiment apical

membrane microporeuse

compartiment basal

Figure 13 : Schéma représentant les systemes de culture sur insert (transwell). Les cellules (pour
la BHE ce sont les cellules endothéliales) sont ensemencées sur la membrane microporeuse (coté
apical). Ces systémes d’inserts, commercialisés sous différents formats, permettent de cultiver les

cellules endothéliales avec plusieurs types cellulaires (astrocytes, neurones, péricytes). Ces derniers
sont alors ensemencés sous la membrane microporeuse (coté basal) ou au fond du puits.

L’apparition de ces systémes d’inserts a permis de mettre en place des modé¢les in vitro
de BHE dont les études ont permis d’accroitre nos connaissances sur cette barriére. Cependant
ces modeles in vitro doivent posseder certains criteéres afin de pouvoir étre considérer comme

un modeéle adéquat voire idéal a la recherche.

1. Critéres attendus pour un modéle in vitro de BHE

Un modéle in vitro de BHE doit posséder différents critéres pour étre considéré comme
un modele fonctionnel et adéquat a la recherche. Ces critéres font notamment intervenir la
reproductibilité du modeéle, la perméabilité a différents composés, la présence des complexes

des jonctions serrées, I’expression de transporteurs (Cecchelli et al., 2007).

L’une des caractéristiques les plus attendues d’un modéle in vitro de BHE est la forte
étanchéité des jonctions inter-endothéliales (Naik and Cucullo, 2012). Cette étanchéité peut étre

estimée selon deux méthodes :

e La TEER (résistance ¢lectrique transendothéliale) permet d’apporter des informations
sur la perméabilité aux ions. Plus cette TEER est élevée plus le modele aura une

étanchéité¢ importante. En effet, cette résistance €lectrique est d’autant plus élevée que




la perméabilité est faible. Il est estimé qu’un modéle in vitro de BHE doit avoir une
TEER supérieure a cent ou tout du moins avoisinant les cent ohm.cm? (Naik and
Cucullo, 2012). Toutefois cette mesure de TEER peut varier d’une étude a I’autre sur
un méme modele. Cette différence peut s’expliquer notamment par les techniques de
mesure utilisées (électrodes, mesure d’impédance, un transistor électrochimique
organique(Jimison et al., 2012), mesures en temps réel), par la température ou par la
manipulation des cellules durant les mesures (Helms et al., 2016). De plus la mesure de
TEER ne permet pas, a elle seule, de définir totalement I’étanchéité d’un modéele
puisque cette derniere dépend a la fois de la composition des complexes des jonctions
serrées ainsi que de la taille des composés d’intérét. Afin de valider complétement
I’étanchéité du modele il est nécessaire d’effectuer une étude de la perméabilité

membranaire.

e La perméabilité membranaire est menée avec des marqueurs d’intégrité, ¢’est-a-dire
une molécule pouvant traverser difficilement la membrane des cellules. Ce sont souvent
des molécules hydrophiles tels que le lucifer Yellow (444 Da), le sodium fluorescéine
(376 Da), le sucrose (342 Da) (Wilhelm and Krizbai, 2014) ou le mannitol (180 Da)
(Helms et al., 2016). Toutefois ce marqueur ne doit pas étre un substrat d’un
transporteur, d’une enzyme ou d’un récepteur. Cette perméabilité doit se rapprocher de
celle observée in vivo soit de I’ordre de 10 cm.s (Bickel, 2005; Wilhelm and Krizbai,
2014). La détermination de ce coefficient de perméabilité, appelée « Pe » sera expliquée

dans la partie expérimentale de ce manuscrit.

La TEER est corrélée avec la perméabilité membranaire, donnée par ses petites
molécules hydrophiles. Toutefois cette corrélation dépend fortement de la taille de la molécule
ainsi que du design de 1’étude, c’est-a-dire la présence ou non d’une agitation, un changement
du milieu, la durée de I’étude... Une caractérisation optimale de 1’étanchéité d’un modele in
vitro de BHE doit prendre en compte a la fois des mesures de TEER mais aussi des mesures de

perméabilité membranaire.

La deuxieme caractéristique, qui découle de la premicre, est I’expression de protéines

des jonctions serrées, localisées, a la surface des cellules endothéliales cérebrales du modele de




BHE. Les trois protéines, les plus couramment étudiées, sont I’occludine, ZO-1 et la claudin-5
(Naik and Cucullo, 2012). En effet, cette derniere serait fortement exprimée au sein des cellules
endothéliales composant la BHE. Une perte de protéine claudine-5 entrainerait le passage de
petites molécules a travers cette barriere et donc favoriserait I’acceés au compartiment cérébral
(Nitta et al., 2003). Ces protéines des jonctions serrées peuvent étre étudiées par les techniques
de cell-ELISA, de western blot, de qPCR ou encore par microscopie confocale. Toutes ces
techniques permettent de donner des informations sur I’expression et la localisation de ces

différentes protéines des jonctions serrées, au sein du modeéle in vitro mis en place.

Enfin une des derniéres caractéristiques qui doit étre validée concerne les transporteurs
de type ABC (la protéine Pgp par exemple) ou SLC (le transporteur GLUT-1 par exemple)
(décrit dans le chapitre 1). La validation doit comprendre trois points : la localisation,

I’expression et la fonctionnalité de ces transporteurs.

e Lalocalisation : les transporteurs et notamment les pompes d’efflux (les protéines Pgp,
MRP-1) doivent présenter une distribution asymétrique. En effet, il a été montré que les
transporteurs d’efflux seraient présents en majorité sur la surface apicale des cellules
endothéliales microvasculaires cérébrales (Naik and Cucullo, 2012). A I’inverse le
transporteur spécifique au glucose (transporteur GLUT-1) est majoritairement localisé
sur la surface basale des cellules endothéliales de la BHE (c6té compartiment cérébral)
(Simpson et al., 2007). Cette localisation sur la membrane basale des cellules
endothéliales cérébrales s’explique par la forte demande du cerveau en glucose pour son
bon fonctionnement et notamment celui des neurones. En effet, ces derniers sont de

grands consommateurs de glucose.

e L’expression peut étre caractérisée soit au niveau de ’ARNm soit au niveau de la
protéine (Helms et al., 2016). L’étude de I’expression va permettre de confirmer la

distribution de ces transporteurs.

e La fonctionnalité des transporteurs : cette validation est trés importante dans la
caractérisation du modele in vitro mis en place notamment pour les études sur la
perméabilité du modéle de BHE, des études de toxicité ou de développement de

médicaments (Helms et al., 2016). Cette fonctionnalité peut étre étudiée par des études
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d’accumulation de substrats (fluorescents ou radioactifs) ou par des études de transports
bidirectionnels d’un substrat. Ces études de perméabilité¢ bidirectionnelles (du coté
apical vers le coté basal et inversement) permettent de déterminer un ratio sur la quantité
de substrat relaché, ou la quantité qui est passée dans la cellule. Si ce ratio est supérieur
a1,5-2 (dans le cas ou I’éjection du substrat est observée) ou inférieur a 0,5 (dans le cas
ou I’entrée du substrat est observée) le transport est considéré comme actif. De plus,
I’utilisation d’inhibiteurs spécifiques, a un type de transporteur, permet d’affiner 1’étude
en apportant des informations sur le type de transporteur responsable du passage ou de
I’efflux de la substance (Wilhelm and Krizbai, 2014; Helms et al., 2016).

Ces trois caractéristiques permettent de valider un modéle in vitro de BHE. Ces
derniéres années ont révélé de nombreuses études mettant en place une diversité de modéles in
vitro de BHE. Cette diversité repose, notamment, sur le choix de I’espéce, du type de cellules

utilisées ou du type de modéle.

2. Les types cellulaires

Dans la littérature, les modeéles cellulaires de BHE développés utilisent le plus souvent
des cellules provenant de mammiferes, tels que des cellules de souris, de rat, de porc, de bovins,
et plus récemment des cellules humaines. Depuis la derniére décennie, deux types de cultures
cellulaires ont été utilisés pour développer des modeéles in vitro de BHE : la culture de cellules

primaires ou I’utilisation de lignées cellulaires dites immortalisées.

2.1. Les cellules primaires

2.1.1. Origine des cellules

Les cellules endothéliales microvasculaires cérébrales, isolées pour la culture primaire,
proviennent d’un large spectre d’espéces appartenant aux mammiferes essentiellement chez la

souris, le rat, le porc ou le bovin (Deli et al., 2005). Les modéles murins sont les plus souvent




utilises. Ceci s’explique par le fait que ces espéces sont les mieux caractérisées, mais également
par le nombre important d’anticorps ou de génes disponibles. Néanmoins, en raison de leurs

petites tailles le nombre de cellules endothéliales isolées restent faibles (Wilhelm et al., 2011).

Les modeles porcins ou bovins apportent un grand nombre de cellules endothéliales
cérébrales, ainsi qu’une perméabilité satisfaisante (Patabendige et al., 2013). Toutefois, I’accés
a ces especes est restreint et d’un point de vue moléculaire et biochimique ces espéces sont
moins bien caractérisées (Abbott, 2013). Enfin, I’utilisation de cellules endothéliales cérébrales
humaines est restreinte. En effet, ces cellules proviennent d’un tissu cérébral issu d’une
intervention chirurgicale (autopsies ou biopsies) (Persidsky et al., 1997; Bernas et al., 2010).

Par conséquent il ne peut étre considéré comme provenant d’un tissu sain.

2.1.2. Avantages et limites des cellules primaires

Ces cellules primaires de cellules endothéliales cérébrales ont permis I’identification de
mécanismes et de signaux biomécaniques intervenant dans la régulation des fonctions de la
BHE (Naik and Cucullo, 2012), mais sont aussi souvent utilisees dans les études de perméabilité
aux médicaments (Wilhelm and Krizbai, 2014). L’avantage principal de ces cellules est de
reproduire les caractéristiques cellulaires et structurelles, ainsi que les propriétés d’une BHE in
vivo (Cecchelli et al., 2007; Naik and Cucullo, 2012). Ceci s’explique par la production d’une
barriére étanche illustrée notamment par une forte TEER. En effet, des cellules endothéliales
cérébrales isolées chez le porc atteignent, en mono-culture, une TEER avoisinant les 700-800
Q.cm? (Franke et al., 2000; Patabendige et al., 2013). Les modeles murins ou bovins en co-
culture peuvent également atteindre des TEER élevées variant de 200 a 400 Q.cm? et pouvant
aller jusqu’a 600-700 Q.cm? (Boveri et al., 2005; Coisne et al., 2005; Nakagawa et al., 2009;
Wilhelm et al., 2011; Abbott, 2013).

Cependant, ces cellules primaires présentent certains inconvénients qui peuvent limiter
leurs utilisations. Tout d’abord, les techniques d’isolement des cellules sont difficiles et
intenses, et malgré 1’avancée des méthodes de purification la présence d’autres types cellulaires
n’est pas négligeable (Naik and Cucullo, 2012). De plus, ces cellules perdent rapidement leurs
propriétés de BHE au cours de la culture cellulaire, méme en présence d’astrocytes, péricytes

ou neurones. Ceci peut donc limiter la durée des études menées sur ces cellules.
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Malgré le fait que les cellules primaires se rapprochent le plus des conditions in vivo
d’une BHE, les difficultés d’isolement et de culture ainsi que le colt assez élevé de cette
méthode ne permettent pas d’envisager des études sur une longue durée. Toutefois il existe des

lignées cellulaires qui permettent d’obtenir une BHE in vitro.

2.2. Les lignées cellulaires

2.2.1. Origine des lignées cellulaires

Les lignées cellulaires immortalisées sont généralement des cellules primaires qui ont
¢t¢ modifiées génétiquement pour prolonger leur temps de culture, d’ou le terme
« immortalisées » (Rahman et al., 2016). Les modifications génétiques sont souvent faites par
introduction de rétrovirus dans ces cellules. Ces lignées cellulaires immortalisees sont
disponibles pour plusieurs espéces animales, ou chez I’Homme (Naik and Cucullo, 2012), bien
que le plus souvent les modeles utilisent des lignées provenant du rat ou de la souris (Cardoso
et al., 2010). Elles sont fournies principalement par des banques cellulaires telles que
I’ American Type Culture Collection (ATCC), I’European Collection of Animal Cell Culture ou
le Leibniz-Institut-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH
(Rahman et al., 2016).

La lignée cellulaire de cellules endothéliales cérébrales, la plus caractérisée, est la lignée
RBE4 obtenue chez le rat apres transfection avec un plasmide contenant le géne de 1’adénovirus
E1A. Cette lignée posseéde de nombreuses caractéristiques d’une BHE comme une forte activité
de I’alkaline phosphatase ou la gamma-glutamyl transpeptidase (Roux et al., 1994). La lignée
RBE4 a eté souvent utilisée, notamment pour des études de signalisation (Krizbai et al., 1995;
Fabian et al., 1998; Smith and Drewes, 2006; Zhang et al., 2011) de migration cellulaire
(Barakat et al., 2008) et de perméabilités (Pan et al., 2005). L’équipe de Risau a généré les
premiéres lignées cellulaires de cellules endothéliales cérébrales chez la souris : bEnd.3 et
bEnd.5. Ces lignées ont été obtenues apres transfection avec I’antigéene Polyoma middle T
(Wagner and Risau, 1994). Toutefois il existe peu de lignées immortalisées provenant de
I’Homme: la lignée HMEC-1 (Ades et al., 1992), la lignée HCMEC/D3 (Cucullo et al., 2008;
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Vu et al., 2009), et la lignée TYO08 (Sano et al., 2010), par exemple. Enfin certains modeles de
BHE utilisent des lignées cellulaires provenant du porc ou de bovin. Cependant ces derniéres
sont bien moins caractérisées (Wilhelm and Krizbai, 2014).

2.2.2. Avantages et limites de ces lignées cellulaires immortalisées

L’utilisation de ces lignées cellulaires immortalisées reste trés avantageuse par rapport
a la culture primaire, notamment par la simplicité des techniques de culture ainsi que la
réduction du codt (Zhang et al., 2011). En effet, ce sont des lignées fiables car elles proviennent
de sources de confiance, accessibles avec une longue durée de vie (Helms et al., 2016). De plus,
il existe un nombre important de lignées cellulaires endothéliales cérébrales qui ont été

reportées dans la revue de Helms et al. en 2016 (Helms et al., 2016).

Toutefois, les manipulations génétiques par rétrovirus afin d’immortaliser les cellules,
peuvent affecter des fonctions cellulaires notamment altérer les réponses physiologiques a des
stimuli endogenes ou exogenes (Naik and Cucullo, 2012). Enfin certaines lignées cellulaires
immortalisées utilisées pour développer des modeles de BHE in vitro n’atteignent qu’une faible
TEER (Cardoso et al., 2010). Malgré ces derniers points, ces lignées immortalisées restent des
méthodes adéquates pour reproduire une BHE in vitro dans le but de I’étudier dans des

conditions physiologique et pathologique.

3. Les différents types de modeles in vitro de BHE

Les quarante derniéres annees ont revelé de nombreux modéles in vitro de BHE. Ces
modeles ont été classés en deux grandes catégories : les modéles dynamiques qui prennent en

compte le shear stress généré par le flux sanguin ; les modeles statiques qui s’en affranchissent.

ﬂ




3.1. Les modeles statiques

Ces modeles reposent sur la culture sur inserts décrite en introduction de chapitre. Cette
technique d’insert a permis le développement de nombreux modéle in vitro de BHE. La variété
des modeles repose en particulier sur le nombre de types cellulaires impliqués dans le modele.
A ce jour, trois types de modeéles statiques se distinguent : les modéles mono-culture (un seul
type cellulaire impliqué), les modeles co-culture (deux types cellulaires) et les modeles tri-

culture (trois types cellulaires).

3.1.1. Modéles mono-culture

C’est le modgele le plus simplifié qui est développé dans la littérature.

3.1.1.1. Principe

Ce mode¢le repose sur I’utilisation d’insert qui permet une diffusion verticale a travers
la membrane microporeuse semi-perméable qui sépare les deux compartiments. L’ insert mime
le compartiment sanguin (coté apical) tandis que le puits ou repose l’insert mime le
compartiment parenchymateux (coté basal) (He et al., 2014). Les cellules endothéliales
microvasculaires cérébrales sont cultivées jusqu’a confluence sur la surface de la membrane de
I’insert dans leur milieu de culture qui leur est spécifique (Figure 14). Les micropores de la
membrane de I’insert (de diamétre variable) permettent les échanges en nutriments entre les

compartiments ainsi que les substances endogenes (Naik and Cucullo, 2012).
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Figure 14 : schéma d’un modéle mono-culture. Cela représente un modéle trés simplifié d’une BHE
in vitro. Seules les cellules endothéliales cérébrales (d’espéces différentes selon les modéles) sont
ensemencées sur la membrane de I’insert coté apical.

3.1.1.2. Modéles utilisés dans la littérature

L’équipe de Bowman met en place le premier modéle in vitro de BHE en se basant sur
un systeme de mono-culture (Bowman et al., 1983). Leur modele repose sur des cellules
endothéliales cérébrales bovines. Cependant, le manque d’informations sur la BHE in vivo
bovine, rend les comparaisons difficiles (Abbott et al., 1992). Par la suite, plusieurs modeles de
BHE en mono-culture ont été mis en place en utilisant des cellules endothéliales cérébrales
d’especes différentes, telles que le rat, la souris, le porc ou plus récemment des cellules
humaines. Par exemple, 1’équipe de Franke a développé un modéle in vitro de BHE, reposant
sur une mono-culture de cellules endothéliales cérébrales porcines, qu’ils ont cultivées en
présence d’hydrocortisone (Franke et al., 2000). Ainsi, ils ont obtenu un modéle possédant une
forte TEER associée a une faible perméabilité vis-a-vis du saccharose. L’hydrocortisone a
¢galement été utilisée dans d’autres modeles cellulaires de BHE, notamment des mode¢les
utilisant des cellules endothéliales de rat (Rubin et al., 1991; Boveri et al., 2005; Wilhelm et
al., 2011). En effet, des cellules endothéliales cérébrales primaires de rat, cultivées avec de
I’hydrocortisone et de I’AMPc, ont atteint une TEER avoisinant 200 Q.cm? (Wilhelm et al.,
2011).

L’équipe de Brown a mis en place un modéele in vitro de BHE en mono-culture, utilisant
la lignée cellulaire murine bEnd.3. Ils ont ainsi obtenu une faible TEER avoisinant 90 Q.cm? et

une forte perméabilité pour le sucrose autour de 8.10* cm.min* (Brown et al., 2007).

Récemment, certaines études utilisent la lignée humaine HCMEC/D3, pour développer un

modele mono-culture de BHE (Weksler et al., 2005; Paolinelli et al., 2013). Ce modéle exprime
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des protéines de jonctions serrées, néanmoins en plus petites quantités qu’au sein des
microvaisseaux, ce qui est illustré par une TEER avoisinant 30-50 Q.cm? et une perméabilité

autour de 20-90.10° cm.s pour le sucrose, le mannitol ou le sodium fluoresceine.

Enfin, il existe d’autres modéles in vitro de BHE basés sur un systéme de mono-culture,
utilisant d’autres cellules endothéliales qui proviennent d’espéces différentes (pour revue voir
Helms et al. (Helms et al., 2016)). En Effet, récemment des modéles in vitro de BHE ont été
développés a partir de cellules endothéliales humaines, provenant de cellules souches (Cecchelli
et al., 2014; Lippmann et al., 2014). Toutefois ces modeles sont a ce jour peu caractérisés mais
permettraient des études de perméabilité aux médicaments et des études mécanistiques (Helms
etal., 2016).

3.1.1.3. Avantages et limites du systéme mono-culture

Du fait de sa simplicité, ces modeles permettent des études de screening a faibles codts,
telles que des tests de perméabilité aux médicaments, des mesures d’affinité de liaison

ligand/récepteur ou encore des études de transport (Berezowski et al., 2004).

Cependant, ces systémes ne sont pas adéquats pour des études sur I’intégrité de la BHE. En
effet, de part cette simplicité, certaines caractéristiques de la BHE sont absentes notamment au
niveau des propriétés de barriére paracellulaire illustrées par une faible TEER (Wilhelm and
Krizbai, 2014).

Malgreé le fait que les cellules endothéliales cérébrales soient le siege de la BHE, d’autres
types cellulaires induisent et/ou modulent les propriétés structurelles et fonctionnelles de cette
barriére. Ceci a conduit au développement de nouvelles configurations de modele in vitro de
BHE, incluant d’autres types cellulaires de la BHE, comme les astrocytes, les péricytes ou les

neurones.

3.1.2. Modéles co-culture
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Afin de mimer le plus fidelement possible la structure in vivo de la BHE, les cellules
endothéliales cérébrales sont cultivées avec d’autres types cellulaires qui contribuent
directement aux propriétés de barriére de la BHE. La plupart des modéles de co-culture de la

littérature utilisent des astrocytes ou des péricytes.

3.1.2.1. Co-culture cellules endothéliales/astrocytes ou apports

astrocytaires

Les astrocytes ont permis 1’établissement du plus grand nombre de mode¢le co-culture
de BHE (Deli et al., 2005; Wilhelm et al., 2011), en raison de leur forte implication dans les
propri¢tés de la BHE, telles que sa fonction, son étanchéité ou I’expression de certaines
protéines (DeBault and Cancilla, 1980; Beck et al., 1984; Naik and Cucullo, 2012). Ces
modeles associent les différents types de culture de cellules endothéliales décrits précédemment

avec des cellules gliales.

Les cellules gliales utilisées peuvent provenir soit de cultures primaires ou de lignées,
notamment la lignée C6 (cellules de gliomes de rat) qui est une des plus utilisées (Hu et al.,
2010). Certains modeles sont dits « syngéniques », c’est-a-dire que les cellules endothéliales
cérébrales et les cellules gliales proviennent de la méme espéce telle que chez le rat (Veszelka
et al., 2007; Hutamekalin et al., 2008), chez la souris (Coisne et al., 2005; Stamatovic et al.,
2005). D’autres mode¢les vont intégrer des cultures cellulaires d’origines différentes. C’est le
cas, par exemple, du modéle développé par Dehouck et al. Ce modele associe des cellules

endothéliales cérébrales bovines et des cellules gliales de rat (Dehouck et al., 1990).

Différentes configurations sont possibles lors de la mise en place d’un modéele co-culture
de BHE. L’une d’elles consiste a ensemencer les cellules endothéliales cérébrales sur la face
apicale de la membrane microporeuse de I’insert, tandis que les cellules gliales sont cultivées
sur la surface basale de cette membrane (Figure 15). Cette configuration permet un contact
direct entre les astrocytes et les cellules endothéliales cérébrales. C’est le cas du modéle
développé par Li et al. (Li et al., 2014). Ils ont ainsi pu observer une augmentation de la TEER
de 170% par rapport a un modele de mono-culture.

La deuxiéme configuration consiste a ensemencer les cellules endothéliales cérébrales

au niveau de la membrane de I’insert sur le versant apical mais, cette fois-Ci, les cellules gliales
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sont cultivées au fond du puits (Figure 15). Dans ce cas, ce sont les facteurs solubles sécrétés
par les cellules gliales qui vont induire les propriétés (Wilhelm and Krizbai, 2014). C’est le cas
du modeéle développé par Santaguida et al. (Santaguida et al., 2006). lls ont ainsi pu montrer
une importante amélioration de la TEER et une faible perméabilité pour le sucrose et au [**C]

phenytoin.
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Figure 15 : Schéma des différentes configurations de co-culture cellules endothéliales/astrocytes.
Soit les cellules endothéliales cérébrales sont ensemencées sur la surface apicale de I’insert et les
cellules gliales sur la surface basale de I’insert. Soit les cellules endothéliales cérébrales sont
ensemencées sur la surface apicale de I’insert tandis que les cellules gliales sont cultivées au fond du
puits.

Dans les deux cas, ces configurations apportent une amélioration de la TEER et de
I’étanchéité (pour revue se référer a He et al.,(He et al., 2014)). Par exemple, Coisne et al. ont
montré que leur modeéle de co-culture présentait des caractéristiques propres a une BHE, que ce
soit d’un point de vue protéique avec une forte expression d’occludine, de claudines -3 et -5
ainsi que la protéine P-glycoprotéine (Pgp), ou d’un point de vue perméabilité avec une TEER
avoisinant les 800 Q.cm? et une perméabilité au sucrose autour de 4,5.10° cm.s (Coisne et al.,
2005). Toutefois 1’équipe de Cohen-Kashi Malina a démontré que le contact direct entre
astrocytes et cellules endothéliales cérébrales était nécessaire pour avoir une bonne étanchéité
(Cohen-Kashi Malina et al., 2009).

Enfin la derniére configuration est une intermédiaire entre le modele mono-culture et le
modele co-culture. Dans ce cas, les cellules endothéliales cérébrales sont ensemencées sur la
surface apicale de I’insert et sont cultivées avec du milieu conditionné de cellules gliales afin
de mimer I’influence de ces derniéres (Rubin et al., 1991; Wolburg et al., 1994; Siddharthan et
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al., 2007). Toutefois ce milicu conditionné n’est pas suffisant pour induire les propriétés

restrictives de la BHE in vitro (Wilhelm and Krizbai, 2014).

L’étroite proximité des cellules endothéliales et des péricytes in vivo ainsi que le role
émergent de ces derniers dans la formation de la BHE, a conduit au développement de modeles

co-culture qui associent ces deux types cellulaires.

3.1.2.2. Co-culture cellules endothéliales/péricytes

Bien que les péricytes soient en contact trés étroit avec les cellules endothéliales
cérebrales in vivo, leur rle au sein de la BHE est bien moins caractériseé que celui des astrocytes.

Ces modéles de co-culture permettent d’étudier, en particulier, I’influence des péricytes sur la

BHE.

Le principe de la mise en place du modeéle de co-culture avec les péricytes est identique

a celui décrit avec les astrocytes (Figure 15).

Des études sur des modéles murins ont montré que les péricytes étaient capables d’augmenter
la TEER au sein des cellules endothéliales cérébrales en co-culture (Hayashi et al., 2004;
Santaguida et al., 2006; Nakagawa et al., 2009), mais aussi de diminuer la perméabilité
paracellulaire de ces cellules endothéliales (Hayashi et al., 2004; Dohgu et al., 2005). De plus,
un milieu conditionné de péricytes induirait I’expression d’une protéine de jonctions serrées :
I’occludine, au sein des cellules endothéliales (Hori et al., 2004a). Ces données tendent a
démontrer que les péricytes pourraient améliorer les propriétés de la BHE, notamment au niveau

de la perméabilité et de I’expression des protéines de jonctions serrées.

Toutefois, des modeéles de co-culture mis en place avec des cellules d’origines bovine
ou porcine, ont donné des résultats différents. En effet, le modele de co-culture bovin,
développé par 1’équipe de Ruchoux, a obtenu une faible TEER et une augmentation de la

perméabilité avec les péricytes en comparaison a la monocouche de cellules endothéliales




cérébrales (Ruchoux et al., 2002). Des résultats similaires ont été obtenus avec des modeles de

co-culture d’origine porcine (Thanabalasundaram et al., 2010).

Par conséquent il est difficile, au vu de ces expériences, d’affirmer que les péricytes
cérébraux influent, de maniere directe, le phénotype de la BHE. Certaines études se sont alors

intéressées a 1’influence des autres types cellulaires de la BHE.

3.1.2.3. Autres modéles de co-culture

Des études ont démontré que les neurones induisaient la production, au sein des cellules
endothéliales, d’enzymes nécessaires a la BHE (Tontsch and Bauer, 1991). Par ailleurs, un
modéle de co-culture associant les cellules RBE4 et des neurones corticaux, a permis de mettre
en évidence qu’un contact direct entre les deux types cellulaires n’était pas nécessaire pour
induire I’expression de 1’occludine (Cestelli et al., 2001). De plus, des progéniteurs neuronaux
en co-culture avec des cellules endothéliales cérébrales seraient capables d’induire une
augmentation de la TEER ainsi qu’une diminution de la perméabilité a la sodium fluorescéine

(Weidenfeller et al., 2007).

Enfin, un modeéle mettant en co-culture des cellules endothéliales cérébrales bovines et
des macrophages, a été développé par 1’équipe de Zenker. Leur modele permettait d’augmenter

la TEER de 50% (Zenker et al., 2003).

Ces modeles co-culture de BHE générent une barriére trés étanche, et sont trés adéquats
pour des études de perméabilité, sur les interactions entre les cellules, ainsi que pour
I’identification et le développement de médicaments. Néanmoins, la BHE étant une unité
complexe, certains modeles in vitro de BHE associent trois types cellulaires (cellules
endotheliales, astrocytes et péricytes ou neurones). Ces modeles de tri-culture sont plus

complexes mais permettent de se rapprocher davantage d’une BHE in vivo.




3.1.3. Les modeéles tri-culture

Quelques modeles de tri-culture ont été développés. Ces modeéles ont en commun deux
types cellulaires : les cellules endothéliales cérébrales et les astrocytes, puis selon les modeles

le troisieme type peut étre soit des péricytes, soit des neurones.

3.1.3.1. Modéles tri-culture cellules

endothéliales/astrocytes/péricytes

Parmi les tri-cultures existantes, celle de I’équipe de Nakagawa associe des cellules
endothéliales cérébrales, des astrocytes et des péricytes cérébraux de rat (Nakagawa et al.,
2007), selon deux configurations (Figure 16). Les deux configurations, ainsi formées, ont été
ensuite caractérisées avec des mesures de TEER et de perméabilité au sodium fluorescéine. La
configuration, qui a présenté la plus forte étanchéité, est celle ou les péricytes sont ensemences
sous la membrane microporeuse (coté basal) et les cellules gliales au fond du puits. Cette
configuration a, ensuite, fait I’objet d’une caractérisation en termes d’expressions protéiques
(Nakagawa et al., 2009). Cette étude a démontré que ce modele de tri-culture exprimait a la fois
des marqueurs de péricytes et d’astrocytes mais €galement des protéines de jonctions serrées et

des transporteurs.
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Figure 16 : Schémas représentant les deux configurations du modeéle tri-culture développé par
Nakagawa et al. (Nakagawa et al., 2007).
Par ailleurs, Al Ahmad et al. ont également développé un modeéle de tri-culture

réunissant ces trois types cellulaires. Néanmoins la configuration differe de celles décrites
précédemment (Al Ahmad et al., 2009). En effet, les astrocytes et les péricytes sont cultivés
ensembles sur la membrane basale de I’insert (Figure 17). Dans ce modeéle, ils ont montré que
les propriétés restrictives de la BHE étaient renforcées, illustrées par une augmentation de la

TEER et une diminution de la perméabilité paracellulaire.

Par la suite, Al Ahmad et al. ont repris ces trois types cellulaires afin de constituer un
nouveau systéme, composé d’une matrice (et non de part et d’autre d’un insert) dans laquelle
les cellules pouvaient former des structures tridimentionnelles (Al Ahmad et al., 2011). Ce
systtme leur a permis ainsi d’étudier les interactions entre les cellules en condition

physiologique, mais également en condition hypoxique.
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Figure 17 : Schéma du modeéle développé par Al Ahmad et al. (Al Ahmad et al., 2011).

Le modeéle développé par Wilhelm et al. confirme le rble des péricytes dans le
renforcement des propriétés de la BHE (Wilhelm et al., 2011). En effet, dans leur modeéle tri-
culture de rat, les péricytes sont cultivés sous la membrane de 1’insert et les astrocytes au fond
du puits. Ce modéle a obtenu une TEER élevée, une faible perméabilité paracellulaire mais

exprimait également des transporteurs.

Toutefois, 1’équipe d’Hatherell a développé un modele de tri-culture humain, qui a
obtenu des résultats différents de ceux décrits précédemment (Hatherell et al., 2011). En effet,
I’ajout de péricytes au modele de co-culture cellules endothéliales/astrocytes, n’a pas induit
d’augmentation de TEER supplémentaire, mais au contraire une diminution de ce parameétre a
été observée. Ce qui va a I’encontre des résultats obtenus, notamment par Nakagawa et al.,
puisque le modele d’Hatherell et al. suggere plutot un effet négatif des péricytes sur la résistance

des jonctions serrées.

Enfin, plus récemment, I’équipe de Thomsen a développé un modele de tri-culture
porcin, dont la configuration est schématisée sur la Figure 18. Leur modéle a ainsi obtenu une
tres forte TEER (supérieure a 1000 Q.cm?), une faible perméabilité et exprimait des protéines

de jonctions serrées ainsi que des transporteurs.
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Figure 18 : Schéma représentant le modeéle tri-culture développé par Thomsen et al. (Thomsen et
al., 2015).

La connaissance des péricytes cérébraux, ainsi que leurs effets sur la BHE, reste a
approfondir puisque les résultats obtenus sont contradictoires d’un modele a 1’autre, et d’une
espece a lautre. D’autres études se sont, alors, intéressées a l’influence d’autres types

cellulaires et particulierement celle des neurones.

3.1.3.2. Modéles tri-cultures cellules

endothéliales/astrocytes/neurones

Il existe peu de modeles tri-culture utilisant les neurones, puisque ces derniers
appartiennent a I’unité neurovasculaire, mais leur role au sein de la BHE est encore controversé.
Néanmoins Schiera et al. ont décrit un nouveau modeéle de tri-culture associant la lignée
endothéliale RBE4, des astrocytes et des neurones de rat (Schiera et al., 2005) dont la
configuration est schématisée par la Figure 19. lls ont caractérisé leur modele par des mesures
de perméabilité et par I’expression de la protéine occludine. Cependant la TEER du modele n’a
pas été realisee. Ils ont ainsi obtenu une diminution de la perméabilité et une expression de la

protéine occludine.
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Figure 19 : Schéma d’un modéle tri-culture associant cellules endothéliales cérébrales, astrocytes
et neurones.

Plus récemment, I’équipe de Xue a également développé un modéle tri-culture de rat
utilisant des neurones, qui adopte la méme configuration illustrée en Figure 19. Toutefois, les
cellules utilisées proviennent toutes de cultures primaires. Ils ont ainsi obtenu une augmentation
de la TEER avoisinant 250-300 Q.cm?, une diminution de la perméabilité a la sodium
fluorescéine, une augmentation de 1’activité de la gamma-glutamyl transpeptidase et une

expression des protéines de jonctions serrées ainsi que des transporteurs (Xue et al., 2013).

Ces modeles tri-culture, utilisant les neurones, permettent d’étudier 1’unité
neurovasculaire dans sa globalité. Ainsi il est possible de comprendre les processus
physiologiques et plus particulierement pathologiques liés a cette unité tels que les maladies

cerébrovasculaires, la maladie d’ Alzheimer, I’hypertension ou I’épilepsie.

3.1.3.3. Avantages et limites des modéles in vitro statigues

Ces modeéles in vitro statiques, notamment les plus complexes (co- et tri-cultures),
permettent d’étudier la physiologie, la physiopathologie de la BHE mais également de
développer des thérapeutiques liées au dysfonctionnement du SNC (Helms et al., 2016). Ces
¢tudes sont possibles car ces modéeles se rapprochent de I’anatomie d’une BHE in vivo, et qu’ils

génerent une barriere trés étanche. Ceci est notamment essentiel pour les études de

W



perméabilités, des interactions entre les cellules, ainsi que pour le développement de
médicaments (He et al., 2014). Cependant, malgré la complexité de ces systemes, ils ne tiennent
pas compte des forces de cisaillement, appelées « shear stress », qui jouent un réle essentiel
dans I’induction et le maintien du phénotype de la BHE (Naik and Cucullo, 2012;
Prabhakarpandian et al., 2013).

Afin de pallier a cette absence, des modéles dynamiques ont été développés. Ces

systemes prennent en compte ces forces de cisaillement.

3.2. Modeles in vitro dynamiques de BHE

Les forces de cisaillement sont géenérées par le flux sanguin. 1l a été démontré que ce
flux affectait la fonction des cellules endothéliales de la BHE, notamment au niveau de
I’expression des transporteurs et des protéines de jonctions serrées (Tarbell, 2010). En effet, le
fait d’inclure un flux au systéme augmenterait 1’expression de ZO-1 et diminuerait la
perméabilité de cellules endothéliales cérébrales humaines (Siddharthan et al., 2007). Ceci a
conduit au développement de nouveaux systemes in vitro dynamiques de BHE. Il existe deux
principaux modéles : le modéle dynamique et le modele microfluide. La principale différence
de ces modeéles, par rapport a ceux décrits précédemment, est I’inclusion d’un flux créant des

forces de cisaillement a la surface des cellules (Wilhelm et al., 2011).

3.2.1. Le modéle dynamique

Il existe deux types de modéles dynamiques : le systeme « cone-plate » et le modéle
DIV (« Dynamic In Vitro »).

3.2.1.1. Le systéme « cone-plate »
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L’équipe de Bussolari est la premicre a tenter de mimer un modele de BHE dynamique,
en développant un modéle composé d’un cone et d’un viscosimeétre (Bussolari et al., 1982), qui
est illustrée par la Figure 20. Ce systéme leur permet d’exposer les cellules a un « shear stress »
laminaire et pulsatile. En effet, la vitesse angulaire et 1’angle du cone vont générer ce flux.
Cependant, ce dernier n’est pas distribu¢ de facon équivalente sur la surface de la plaque. Par
conséquent, les cellules endothéliales recoivent un « shear stress » différent selon leur
localisation sur la plaque, ce qui ne reproduit pas les conditions in vivo. Par ailleurs, ce systéme
ne peut pas inclure d’autres types cellulaires, tels que les astrocytes et/ou les péricytes, ce qui

limite les applications de ce modele.

Unidirectional
laminar shear

Oscillatory shear

Culture plate Endothelial cells

Figure 20 : représentation schématique du systeme « cone-plate » extrait de Naik et al. (Naik
and Cucullo, 2012). La monocouche de cellules endothéliales est exposée a un « shear stress ».
L’angle du cone ainsi que la vitesse angulaire générent ce « shear stress ».

Afin d’inclure & la fois un « shear stress » et d’autres types cellulaires, des fibres creuses

microporeuses ont éeté utilisées, et ont permis de développer le modéle DIV.

3.2.1.2. Le systeme DIV




Ce systéeme permet de développer un modele de co-culture ainsi que de créer un flux
intraluminal, qui traverse un support artificiel mimant un capillaire. Les fibres de ce capillaire
sont microporeuses et coatées avec de la pronectine pour faciliter la co-culture. Dans ce modeéle,
les cellules endothéliales et les astrocytes sont placés, respectivement, a I’intérieur et a
I’extérieur des fibres microporeuses. Le milieu est ensuite introduit dans le systéme par une
pompe, qui génere un flux intraluminaire, dont la vitesse pulsatile est régulée afin de produire
un « shear stress » et une pression interne physiologique comparable aux conditions in vivo. Le
flux est généralement de 5 a 23 dynes/cm?, et afin de maintenir le microenvironnement stable,
des tubes perméables aux gaz sont utilisés pour permettre les échanges en Oz et en CO, (Naik

and Cucullo, 2012). Le dispositif est illustré en Figure 21.
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Figure 21 : schéma du systéme DIV extrait de Naik et al. (Naik and Cucullo, 2012). Dans ce

systéme les cellules sont ensemencées de part et d’autre des fibres microporeuses. Le capillaire

artificiel est continuité avec une source de milieu et est exposé a un flux pulsatile, généré par un
mécanisme de pompe.

Ce modeéle DIV a été utilisé en co-cultivant des cellules endothéliales aortiques bovines
et la lignée C6 de rat. Ce modéle dynamique a généré une TEER dix fois plus importante que
celle observée sur insert, ainsi qu’une perméabilité respectivement dix fois et cinq fois plus

faible pour le sucrose et la phénytoine (Santaguida et al., 2006).




En 2008, I’équipe de Cucullo développe un modele dynamique avec des cellules
endothéliales cérébrales humaines. Ils ont ainsi observé une TEER avoisinant 1200 Q.cm? et

une faible perméabilité pour le sucrose et la phénytoine (Cucullo et al., 2008).

Ce modele dynamique type DIV mime davantage une BHE in vivo, que les modeles
statiques, puisqu’il réplique ses propriétés anatomiques et physiologiques. Ce systéme permet
d’étudier les mécanismes impliqués dans des pathologies cérébrovasculaires systémiques telles
que I’ischémie cérébrale et les cedémes cérébraux. Plus récemment, ce systéme a été¢ amélioré
afin de permettre la migration cellulaire, élargissant ainsi les applications aux pathologies

neuroinflammatoires telle que la maladie d’Alzheimer (Naik and Cucullo, 2012).

Toutefois, malgré de nombreux avantages (faible perméabilité, TEER élevée,
physiologie comparable a celle in vivo), ce modéle dynamique présente des limites qu’il faut
prendre en compte avant de commencer une étude. Tout d’abord, le design du dispositif ne
permet pas de visualiser l'intérieur des fibres et donc d’étudier les changements
morphologiques et/ou phénotypiques des cellules endothéliales (He et al., 2014). Par ailleurs,
contrairement aux mode¢les statiques, ce modele n’est pas adéquat pour I’étude de perméabilité
aux médicaments en raison de la complexité du systeme. Enfin, la caractérisation cellulaire est
possible mais limitée puisqu’elle nécessite de récupérer les cellules a I’intérieur des fibres. Cette
procédure invasive peut altérer, de fagon plus ou moins sévere, les caractéristiques

morphologiques et physiologiques des cellules (Naik and Cucullo, 2012).

Afin de pallier a ces limites, des modeles in vitro de BHE reposant sur des microfluides

ont été développés.

3.2.2. Les modeéles microfluides

Il existe deux types de modéles microfluides : le modéle uBBB (microfluide) et le

modele avec une microvascularisation synthétique (SyM-BBB).

3.2.2.1. Lemodele uBBB
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Deux types de modele uBBB se distinguent dans la littérature. Le premier type est
composé de deux canaux perpendiculaires, qui se croisent permettant ainsi un flux dynamique.
A Tintersection de ces canaux se trouve une membrane microporeuse en polycarbonate,
permettant la co-culture de cellules. De part et d’autre de cette membrane sont inclus des
électrodes afin de mesurer la TEER (Figure 22). Enfin, une pompe et un systéeme de tubes

perméables aux gaz sont utilisés pour générer un « shear stress » et permettre les échanges en

Oz eten CO; (He et al., 2014).
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Figure 22 : schéma modele uBBB extrait de I’article He et al. (He et al., 2014). (A) représentation
globale du systéme. (B) dimension 3D de la membrane microporeuse.

Dans ce modéle il a été ensemencé, respectivement, des cellules endothéliales et des
astrocytes sur les surfaces apicale et basale de la membrane. Ce modele uBBB améliore la

TEER et peut étre utilisé pour des études de perméabilité (Booth and Kim, 2012).

Le deuxieme type de uBBB est composé de deux chambres horizontales connectées par
une structure microporeuse. Les cellules endotheéliales, en suspension, sont introduites dans la

chambre « cérébrale » et emprisonnées dans les pores en raison du gradient de pression (Figure

23).
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Figure 23 : schéma du dispositif extrait de ’article He et al. (He et al., 2014).

L’équipe de Yeon a utilisé ce dispositif avec des cellules endothéliales humaines
cultivées dans du milieu conditionné d’astrocytes, en appliquant un « shear stress » de 0,28-
8,91 dynes/cm? (Yeon et al., 2012). lls ont ainsi démontré que la perméabilité de ce systeme
pour trois molécules était corrélée a leur taille, suggérant que ce modele pourrait étre utilisé
pour les études de perméabilité de nouveaux médicaments. Cependant aucune mesure de TEER
n’a été réalisée. Par ailleurs, deux limites se distinguent : (1) ’absence d’interactions entre

plusieurs types cellulaires et (2) ce modéle ne reproduit pas la microvascularisation in vivo.

3.2.2.2. Le modele SyM-BBB

Ce modele possede deux micro-canaux séparés par des micro-pilliers espacés de 3um.
Ces pilliers miment la membrane microporeuse du modéle uBBB. Les cellules endothéliales
sont introduites dans la chambre « sanguine » par les entrées 1 et 2, tandis que le milieu
conditionné ou les astrocytes sont introduits par 1’entrée 3 (Figure 24). La vitesse du flux du
milieu dans les chambres génére le « shear stress ». Le design du dispositif correspond

davantage a la microcirculation in vivo (He et al., 2014).
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Figure 24 : schéma du modele SyM-BBB, extrait de I’article He et al. (He et al., 2014).

Prabhakarpandian et al. ont démontré que le milieu conditionné augmentait I’expression
des protéines de jonctions serrées des cellules endothéliales RBE4 et diminuait la perméabilité
de ce modele. L’activité d’efflux a révélé la fonctionnalité de la pompe Pgp, suggérant que ce
modele peut étre appliqué a des études de perméabilité aux méedicaments (Prabhakarpandian et
al., 2013). Cependant, 1’absence d’électrode dans le systéme ne permet pas d’effectuer des
mesures de TEER, et le systeme ne peut inclure que deux types de cellules. Toutefois, le modéle
SyM-BBB présente de nombreux avantages tels que 1’étude de la migration cellulaire permise
par les pilliers d’épaisseur inférieure a 10 um, la possibilité¢ d’effectuer de la microscopie en

raison de la transparence du matériel (He et al., 2014).

Dans ce point 3, nous avons pu voir qu’il existait de nombreux mode¢les in vitro de BHE
dans la littérature, qu’ils soient statiques ou dynamiques. Le choix du mode¢le doit étre approprié

et réfléchi afin de gagner du temps et limiter les co(ts.

4. Seélection du modele approprié

Quand des recherches sur la BHE sont entreprises, il est nécessaire de sélectionner le
modele in vitro le plus adéquat. Le choix de ce dernier doit étre déterminé en fonction du but

final de 1’étude, afin d’avoir une interprétation précise des données.

Si I’objectif est d’étudier la perméabilité de la BHE, il est préférable de s’orienter vers

des modeéles de co-culture. Par ailleurs, si I’étude porte sur la migration et le trafic cellulaire,

ﬂ




les modeles dynamiques de type microfluide restent le meilleur choix en raison de la faible
épaisseur entre les cellules endothéliales et les astrocytes, ainsi que ’inclusion du « shear
stress ». Enfin, si I’objectif est d’explorer les voies de signalisation, effectuer des mesures
d’affinité de liaison ou des études de cinétique de transport, les modeles mono-cultures sont

plus utiles de par leur simplicité (He et al., 2014).

Toutefois, les résultats obtenus doivent étre validés par des modéles plus sophistiqués
ou des études in vivo, avant de dessiner une conclusion globale. Il est également recommandeé
de valider les résultats avec des cellules humaines car des différences entre les espéces peuvent
exister (He et al., 2014).

Malheureusement, il n’existe pas de modéle idéal, chacun des modéles décrits
précédemment présente des avantages et des limites. Par conséquent, un consensus doit
étre fait selon I’étude entreprise. De ce point de vue, une faible perméabilité paracellulaire,
des valeurs de TEER élevées autour de 100 Q.cm?, I’expression de protéines de jonctions
serrées, ainsi que la fonctionnalité de transporteurs ABC et SLC, semblent étre les criteres
les plus essentiels pour un modele in vitro de BHE. Le choix du modéle dépendra donc de
I’objectif poursuivi. Méme si les expériences menées in vivo restent indispensables a
I’étude du fonctionnement de la BHE dans ’organisme, elles sont confrontées a des
difficultés éthiques et de mise en ceuvre, voire d’interprétation des résultats du fait d’une
trop grande complexité. De ce fait, les modeles in vitro, qui représentent une approche
plus facile, trouvent de nombreuses applications, notamment au niveau de la recherche
fondamentale sur les mécanismes impliqués dans des conditions pathologiques sur la BHE
comme I’hypoxie. Ce point sera développé dans le chapitre suivant et au cours de ce travail
de these.




Chapitre 3 : Effets des conditions hypoxiques sur
la BHE

Un des principaux rbles de la barriere hémato-encéphalique est de maintenir
I’homéostasie, essentielle au bon fonctionnement du cerveau. L’homéostasie désigne la
capacité d’un systéme (ici le cerveau) a réguler son milieu intérieur, afin de le maintenir en
équilibre. Les tissus, ainsi que les cellules, sont capables de s’adapter a certains stimuli qui
peuvent modifier ce microenvironnement. Cependant, quand ceux-ci sont trop séveres, ils
peuvent entrainer des pathologies. L’un des stimuli pouvant affecter cette homéostasie est
I’hypoxie (Keller, 2013). L hypoxie est un terme qui désigne une situation ou la disponibilité
en oxygene est réduite (Ogunshola and Al-Ahmad, 2012). Ce facteur est observé dans de
nombreuses pathologies du SNC, telles que la maladie d’Alzheimer, la maladie de Parkinson,
I’accident vasculaire cérébral... Cette hypoxie est souvent associée a un dysfonctionnement de
la BHE. L’un des défis, dans le traitement de ces pathologies, est d’identifier et de comprendre
la provenance de cette perte d’intégrité, observée au sein de la BHE. Une meilleure
compréhension permettrait, a posteriori, de développer des thérapeutiques afin de prévenir ou
de traiter le dysfonctionnement de cette barriére. Pour cela, les modéles in vitro, développés
dans le chapitre précédent, sont souvent utilisés afin de comprendre 1’impact cellulaire de cette

hypoxie sur la BHE. Il existe deux types d’hypoxie qui seront détaillées dans ce chapitre.

1. Voie cellulaire de I’hypoxie

1.1. Définition de I’hypoxie

L’hypoxie est considérée comme un stimulus sévére dans de nombreux processus
physiologiques, notamment lors du développement, mais elle est également responsable ou
contribue a la progression de certaines maladies (Ogunshola and Al-Ahmad, 2012). Pour
assurer la survie d’un tissu en conditions hypoxiques, les cellules doivent étre capables de
passer d’un métabolisme aérobie a celui anaérobique jusqu’a ce que le niveau en oxygeéne soit
rétabli. Toutefois, la demande en oxygene et la sensibilité a la privation en oxygéne, différent

d’un tissu ou d’un organe a 1’autre, ce qui signifie que I’exposition a une hypoxie peut avoir
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des conséquences différentes selon les cellules étudiées. En effet, le SNC est un systeme qui
consomme une forte quantité d’oxygéne. En condition de repos il sollicite, a lui seul, 15 a 20%
du débit cardiaque total, ainsi que 20 % de I’apport en oxygeéne artériel (Ogunshola and Al-
Ahmad, 2012). Une telle consommation démontre d’une forte dépendance du tissu cérébral
pour I’oxygene. Par conséquent, un changement au niveau du taux d’oxygene, peut entrainer

des conséquences dramatiques pour I’homéostasie du SNC et I’intégrité¢ de la BHE.

Afin de comprendre I’impact de I’hypoxie sur la BHE, il est nécessaire d’analyser les

mécanismes cellulaires impliqués par de telles conditions.

1.2. Mécanismes cellulaires impliqués dans I’hypoxie

L’hypoxie induit diverses voies de signalisation. Néanmoins, la réponse cellulaire est
principalement menée par 1’activation des médiateurs HIFs (« Hypoxia Inducible Factors »)
(Fandrey and Gassmann, 2009; Engelhardt et al., 2014). Cette famille est composée,
essentiellement, de trois membres : HIF-1, -2 et -3, dont HIF-1 est le plus caractérisé et est
considéré comme le régulateur principal dans la réponse a I’hypoxie (Ogunshola and Al-
Ahmad, 2012). En effet, HIF-1 serait impliqué dans de nombreux mécanismes endogénes
induits lors d’hypoxie cérébrale, en activant des geénes spécifiques dans la restauration de la

demande en oxygeéne.

HIF-1 est un facteur de transcription hétérodimérique, constitué de deux sous-unités : la
sous-unité¢ o (HIF-1a) et la sous-unité p (HIF-1PB). HIF-1a est une sous-unité sensible a
I’oxygéne, présente au sein du cytoplasme, tandis que la sous-unité B est indépendante de
I’oxygéne et exprimée dans le noyau, elle est aussi connue sous le nom d’ARNT (Wang and

Semenza, 1993; Semenza, 2002).

En condition normoxique, ¢’est-a-dire en présence d’oxygene, la protéine HIF-1a est
continuellement dégradée par I’hydroxylation des résidus prolines par des enzymes spécifiques
appelées PHDs (« Prolyl Hydroxylase Domains ») (Jaakkola et al., 2001). Cette modification
conduit a la reconnaissance par la protéine de Von Hippel Lindau qui va entrainer I’ubiquination
et la dégradation de HIF-1a par la ligase E3 présente au sein du protéasome (Ogunshola and
Al-Ahmad, 2012). Cette voie normoxique est illustrée sur la Figure 25.
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Figure 25 : Schéma illustrant la voie normoxique. Les enzymes PHD vont hydroxyler les résidus
proline présents au niveau de la protéine HIF-1a. Cette modification va étre reconnue par la protéine
Von Hippel Lindau (VHL) qui entraine une ubiquitination et la dégradation de la protéine dans le
complexe protéasome par la ligase E3.

Lorsque la pression partielle en oxygéene est réduite et entraine une hypoxie, les enzymes
PHDs sont inhibées (Engelhardt et al., 2014). Par conséquent, le facteur de transcription HIF-
la n’est plus dégradé et va s’accumuler dans le cytoplasme des cellules. Aprés phosphorylation
de la protéine, HIF-1a est transportée dans le noyau ou elle se lie a sa sous-unité 3 afin de
former un complexe protéique HIF-1 fonctionnel. Par la suite, ce complexe va se fixer sur le
promoteur des génes cibles au niveau de la séquence RCGTC correspondant aux éléments de
réponses a I’hypoxie (HRE) (Xia and Kung, 2009). La voie cellulaire de I’hypoxie est illustrée
par la Figure 26.
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Figure 26 : Schéma illustrant la voie hypoxique. Dans ces conditions, les enzymes PHDs sont
inhibées, HIF-1a n’est plus dégradée. Elle va étre phosphorylée et transportée dans le noyau ou elle va
se lier a sa sous-unité B, formant ainsi le complexe protéique HIF-1. Ce complexe va ensuite se fixer
aux éléments de réponses de I’hypoxie de génes cibles.

A ce jour, un grand nombre de génes cibles de HIF-1 ont été identifiés (une trentaine).
La plupart sont impliqués dans le passage du métabolisme en aérobie a celui de la glycolyse
(GLUT-1), ainsi que dans I’angiogénése (VEGF) ou la réparation tissulaire (Hofer et al., 2002;
Maxwell and Ratcliffe, 2002).

Toutefois, la demi-vie de la protéine HIF-1a est autour de 4-6 minutes, ce qui rend sa
mesure difficile en dehors des modéles in vitro (Moroz et al., 2009). C’est pourquoi des
méthodes d’induction d’hypoxie ont été développées in vitro afin d’étudier I’impact de cette

derniére sur les cellules d’un tissu.

1.3. Méthodes in vitro d’induction de I’hypoxie

Ces méthodes d’induction sont récentes et permettent d’explorer les mécanismes
cellulaires soulevés par des conditions hypoxiques par un ou plusieurs types cellulaires. Il

existe, principalement, trois types de méthode d’induction de 1’hypoxie in vitro : les enceintes
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hermétiques, les milieux hypoxiques pré-conditionnés et les méthodes alternatives se reposant

sur des agents chimiques.

1.3.1. Les enceintes hermétiques

Ce type d’enceinte est le dispositif le plus utilisé, pour faire varier la pression partielle
en oxygene et induire ainsi une hypoxie. En effet, ces enceintes permettent de contréler et de
réguler le taux en oxygene, ainsi que le taux en CO2, I’humidité et la température, qui sont des
parametres vitaux a la culture cellulaire. Les enceintes hypoxiques, les plus récentes, peuvent
faire varier la fraction en oxygene dans le mélange gazeux de 0,1 a 23 % (In Vivo Ruskin
Technologies, USA).

En 2000, Fischer et al. ont utilisé ce type de dispositif pour induire une hypoxie pendant
24 heures, sur des cellules endothéliales cérébrales porcines. Pour cela, ils ont diminué la
fraction en oxygene, jusqu’a atteindre 2 % (Fischer et al., 2000). Cette diminution en oxygéne
se fait grace a un mélange de gaz comprenant 93 % d’azote, 2 % d’oxygene et 5 % de dioxyde

de carbone.

En 2011, Al Ahmad et al. ont utilisé le méme dispositif. Toutefois, ils ont fait descendre
la fraction en oxygéne jusqu’a 1 % pendant 48 heures ; sur un modéle de tri-culture de BHE
(Al Ahmad et al., 2011). En 2013, Engelhardt et al. ont utilisé le méme dispositif que celui de

Al Ahmad et al, mais sur des cellules endothéliales cérébrales de rat (Engelhardt et al., 2014).

Par ailleurs, ces enceintes peuvent également étre utilisées pour induire des hypoxies
intermittentes, qui seront détaillées ultérieurement. Par exemple, 1’équipe de Prabahkar a utilisé
ce type d’enceinte pour obtenir des cycles courts d’hypoxie en exposant les cellules a 21 %
d’oxygene pendant 3 minutes, suivi par 1 % d’oxygéne pendant 15 secondes (Adhikary et al.,
2001). Néanmoins, pendant la période d’hypoxie, 45 secondes ont été nécessaires pour que le

taux d’oxygene ambiant diminue a 1 % et 50 secondes pour remonter a 21 %.
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En 2005, Gozal et al. utilisent des cycles plus longs, en exposant leurs cellules a 21 %

d’oxygeéne pendant 25 minutes suivi de 5 % d’oxygéne pendant 35 minutes (Gozal et al., 2005).

Toutefois, ces dispositifs sont couteux et sont dépendants des contraintes liées a
’utilisation de gaz (arrivée de plusieurs gaz en salle de culture, risques de fuites, cotits des
différents gaz...), mais restent la meilleure méthode pour abaisser la pression en oxygéne dans

le milieu des cellules. Cependant, d’autres systémes ont été développés.

1.3.2. Les milieux hypoxiques pré-conditionnés

Dans ce cas, le milieu de culture est « bullé » avec un mélange gazeux, pour faire

descendre le taux en oxygéne.

En 2004, une équipe japonaise a induit une hypoxie, sur un modéle de co-culture de
BHE, en faisant « buller » leur milieu de culture pendant 6 heures a 37 °C avec de ’azote. Ils

ont ainsi mesuré au bout de 6 heures, une fraction en oxygene de 1 % (Hayashi et al., 2004).

En 2010, Polotsky et al. ont cultivé des cellules en flasques T75, qu’ils ont placées dans
un bain marie, permettant ainsi de maintenir la température a 37 °C. Le milieu de culture est
ensuite « bullé » pendant 5 minutes avec un mélange gazeux ne comprenant pas d’oxygeéne
suivi de 5 minutes avec un mélange contenant 14 % d’oxygeéne (Figure 27). lls ont ainsi

effectué 6 cycles/heure pendant 8 heures (Polotsky et al., 2010).
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Figure 27 : Représentation schématique du modéle de Polotsky extrait de I’article de Ryan et al.
(Ryan et al., 2005).

Toutefois, ce type de modele souléve la question du maintien de la stérilité, avec la
possibilité de contamination des cellules. De plus, le « bullage » du milieu peut générer du

« shear stress » capable d’interférer avec les effets propres de I’hypoxie.

Enfin, des méthodes alternatives d’induction d’hypoxie ont été développées en utilisant

des agents chimiques.

1.3.3. Les méthodes d’induction d’hypoxie utilisant des agents

chimiques

Ces méthodes peuvent étre utiles pour étudier les mécanismes cellulaires et
moléculaires, induits par un stress hypoxique, en raison de la courte demi-vie de la protéine
HIF-1a. Ces méthodes d’induction reposent, essentiellement, sur 1’utilisation d’inhibiteurs des
enzymes PHDs, décrites précédemment, puisque ces inhibiteurs permettent de stabiliser la
protéine HIF-1a. Ainsi, ces inhibiteurs créent un environnement cellulaire hypoxique et
représentent une méthode adéquate dans la compréhension des premiéres étapes des

mécanismes impliqués par I’hypoxie.
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L’inhibiteur, le plus utilisé dans la littérature, est le chlorure de cobalt (Yang et al., 2004;
Wang et al., 2012; Engelhardt et al., 2014). En 2014, Cervellati et al. utilisent le chlorure de
cobalt (CoClz) pour induire une hypoxie. Néanmoins, ils ont pu constater une certaine
cytotoxicite de cet agent pour leurs cellules. En effet, le chlorure de cobalt activerait la caspase-

3 et conduirait a I’apoptose des cellules (Cervellati et al., 2014).

L’équipe d’Engelhardt a également eu recours a ces méthodes alternatives en utilisant
trois inhibiteurs : le chlorure de cobalt (CoCly), le deferoxamine (DFO) et le
diméthyloxaglycine (DMOG). lls ont ainsi démontré que la stabilisation de HIF-1a était plus
importante avec le DFO ainsi qu’avec le CoClz. L’induction par le DMOG est plus modeste.
Par ailleurs, ils ont montré des résultats similaires avec ces inhibiteurs que ceux obtenus avec

une hypoxie physique (enceinte hermétique) (Engelhardt et al., 2014).

Méme si ces méthodes d’induction chimique n’abaissent pas physiquement la pression
en oxygene, elles restent des moyens adéquats pour étudier les mécanismes cellulaires et
moléculaires impliqués par I’hypoxie. De plus, I’induction de I’hypoxie par ces méthodes est
controlable, reproductible, réversible et de faibles cofits. De plus, d’autres inhibiteurs émergent

tels que ’hydralazine, qui sera décrite dans mes travaux personnels.

Il n’existe pas de méthode d’induction d’hypoxie parfaite. Néanmoins, les méthodes
décrites précédemment, permettent d’étudier I’impact de cette hypoxie sur les cellules, et
notamment sur des modéles de BHE (systeme qui nous intéresse dans ce travail). Dans la

littérature, deux types d’hypoxie sont décrites : I’hypoxie aigiie et I’hypoxie intermittente.

2. Impact de I’hypoxie sur la BHE

Une hypoxie aigiie désigne une diminution brutale de la quantit¢ d’oxygene apportée

aux organes par la circulation sanguine.
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La BHE est trés sensible a des conditions hypoxiques, en raison de son réle dans le

maintien de I’homéostasie du SNC. Des altérations de la BHE peuvent étre observées en

réponse a I’hypoxie (Petito, 1979), et entrainer ou accentuer certaines pathologies

neurologiques, telles que I’accident vasculaire cérébral, la maladie d’Alzheimer, les désordres

provoquées par 1’hypoxie d’altitude ou encore la maladie de Parkinson (Rosenberg, 2012;
Keller, 2013).

2.1. Pathologies du SNC liées directement a I’hypoxie aigue

Deux pathologies cérébrales sont directement liées a une hypoxie aigie : 1’accident

vasculaire cérébral et I’cedéme cérébral de haute altitude.

L’accident vasculaire cérébral correspond a I’obstruction ou a la rupture d’un vaisseau
sanguin, qui alimente le cerveau. Cet événement va entrainer un arrét de la circulation
sanguine. Par conséquent, le cerveau n’est plus approvisionné en oxygene et en
nutriments essentiels (del Zoppo and Hallenbeck, 2000; Petty and Wettstein, 2001). Le
traitement a pour but de désobstruer I’artére touchée. Toutefois, selon la gravité de
I’accident vasculaire cérébral, le patient peut avoir des séquelles, plus ou moins,
importantes. En effet, lors d’'un AVC une augmentation de la perméabilité de la BHE

est observée (Kempski, 2001).

L’eedéme cérébral de haute altitude appartient a la famille des maladies de hautes
montagnes. Ces pathologies touchent principalement une population touristique, qui
n’est pas acclimatée aux changements d’altitude (Gallagher and Hackett, 2004). Cet
cedeme cérébral de haute altitude est caractérisé par une altération de la concentration,
pouvant évoluer vers des instants de confusion (Verges et al., 2016), des comportements
psychiatriques, une ataxie (c’est-a-dire un manque de coordination) voire dans le cas
plus grave un coma profond pouvant entrainer le décées de la personne (Hackett and
Roach, 2004). Dans ce cas de pathologie, le traitement repose sur 1’oxygénothérapie, la
perfusion de solutés hyperosmotiques tel que le mannitol, ou I’injection de corticoides
a fortes doses. Si le traitement n’est pas efficace, il est vital de descendre le patient &

basse altitude avant que 1’état du patient ne se dégrade ou de le placer dans un caisson
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de compression « ambulatoire ». La redescente a, géneralement, un effet spectaculaire
puisque les troubles disparaissent rapidement sans laisser de séquelles. La formation de
ces cedémes en haute altitude reste encore mal comprise. Toutefois, une des hypothéses
a leur survenue serait que I’hypoxie d’altitude altére la BHE (Hackett and Roach, 2004).

Néanmoins, cette hypothése reste encore a étre vérifiée.

Ces deux pathologies ont montré que I’hypoxie aigiie pouvait entrainer de graves
conséquences pour le patient. De plus, dans les deux cas, une relation entre I’hypoxie et la BHE
a été soulevée. C’est pourquoi de nombreuses études se sont intéressées a etudier, in vivo et in

vitro, I’'impact de cette hypoxie aigiie sur la BHE.

2.2. Effets de I’hypoxie aigue sur la BHE

De nombreuses éetudes, utilisant des modeles in vitro de BHE, indiquent que 1’hypoxie
aiglie conduit a une augmentation de la perméabilité et/ou a une altération du complexe
protéique des jonctions serrées de la BHE (Abbruscato and Davis, 1999; Fischer et al., 1999;
Mark and Davis, 2002). De plus, un stress hypoxique pourrait également augmenter la
perméabilité de la BHE par 1’intermédiaire de la voie transcellulaire (Plateel et al., 1997;
Cipolla et al., 2004). En effet, Fang et al. ont démontré qu’une hypoxie augmenterait

I’expression de la pompe d’efflux Pgp (Fang et al., 2013).

Plus recemment, Al Ahmad et al. ont montré sur un modele de tri-culture de BHE de rat
(cellules endothéliales — astrocytes — péricytes), qu’une hypoxie aigiie conduisait a une
altération de I’expression de deux protéines de jonctions serrées : claudin-5 et ZO-1. Malgré
I’amélioration de la structure de la BHE, par 1’ajout des astrocytes et des péricytes, des
altérations de ces protéines sont toujours observées apres un stress hypoxique aigiie (Al Ahmad
etal., 2011).

L’équipe d’Engelhardt a étudié I’impact d’une hypoxie aiglie sur un modele de mono-

culture de BHE de rat. Ils ont ainsi démontré que 1’activation de la voie HIF-1, induisait une

104




ouverture de la BHE, illustrée par une altération au sein des protéines de jonctions serrées
(Engelhardt et al., 2014). Dans leur modeéle, ils ont observé que les protéines ZO-1 (Figure 28)
et claudin-5 étaient délocalisées de la membrane plasmique des cellules, en condition
hypoxique, pour se retrouver dans le cytoplasme. Toutefois 1’occludine, autre protéine des

jonctions serrées, ne semble pas €tre affectée par 1’exposition a 1’hypoxie.

Normoxia Hypoxia

Figure 28 : Images prises au microscope a fluorescence et extraites de I’article d’Engelhardt et
al. (Engelhardt et al., 2014). Ces images correspondent a I’immunomarquage de ZO-1 de cellules
endothéliales cérébrales de rat (lignée RBE4), en conditions normoxiques et hypoxiques (48 heures a
1% oxygene). Les fleches blanches indiquent 1’altération de ZO-1 aux niveaux des membranes des
cellules tandis que 1’étoile correspond a la formation de jonctions dans le cytoplasme.

De plus, ils ont démontré, qu’en ajoutant des inhibiteurs de la voie HIF-1 (YC-1 et
2MEZ2), plus aucune altération au sein des jonctions serrées n’était observée. Par ailleurs, ils ont
également observé une augmentation de VEGF dans les cellules, apres exposition a I’hypoxie.
Or VEGF est connu pour diminuer 1’expression de ZO-1, et induire un réarrangement de cette

protéine au sein des cellules endothéliales cérébrales (Fischer et al., 2002; Yeh et al., 2007).

Ainsi, ils ont proposé un mécanisme pouvant expliquer I’impact de I’hypoxie aigiie sur la BHE,
qui est illustré en Figure 29. En effet, I’hypoxie induirait la voie de HIF-1, qui activerait le
géne cible de VEGF. La sécrétion de ce VEGF participerait a 1’altération des protéines de
jonctions serrées, en augmentant la phosphorylation et la delocalisation de ces proteines.
Toutefois, ils n’excluent pas un effet des autres geénes cibles de HIF-1 sur I’expression des

protéines de jonctions serrées.
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L’équipe de Zehendner propose un autre mécanisme d’action de I’hypoxie. En effet, ils
ont montré dans leur modele de BHE que I’hypoxie conduisait a la production de ROS au sein
des cellules endothéliales cérébrales. La production de ces ROS entrainerait une altération au

sein des jonctions serrées provoquant une ouverture de la BHE (Zehendner et al., 2013).
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Figure 29 : Schéma illustrant un mécanisme d’action de ’hypoxie aigiie sur la BHE, et
particulierement sur les protéines de jonctions serrées, proposé par Engelhardt et al.
(Engelhardt et al., 2014).

Cependant, certaines études rapportent que les cellules endothéliales de la BHE sont
moins affectées par I’hypoxie, lorsqu’elles sont en contact avec un autre type cellulaire. En
effet, Fischer et al. démontrent que 1’ajout d’astrocytes au modele de BHE, diminuerait
I’expression de VEGF induit par I’hypoxie. Ceci conduirait a une diminution de la perméabilité

(Fischer et al., 2000). Ces résultats confirment ceux obtenus par Kondo et al. (Kondo et al.,

1996).
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L’équipe d’Hayashi montre que les péricytes auraient également un effet protecteur
contre ’hypoxie au niveau de la BHE. En effet, ils observent une diminution de la perméabilité
apres un stress hypoxique, sur un modele de co-culture cellules endothéliales cérébrales-
péricytes (Hayashi et al., 2004).

Enfin, une étude menée sur des rats a montré qu’une hypoxie similaire a celle observée
en haute altitude, altérait la BHE (Natah et al., 2009). En effet, ils ont observé une augmentation
de la perméabilité a la sodium fluorescéine. Cependant cette altération serait réversible ce qui
pourrait expliquer que lorsque les patients redescendent a une altitude plus basse, leurs

symptdmes disparaissent.

Toutes ces études tendent a montrer que I’hypoxie aigilie n’est pas sans conséquence sur
la BHE. En effet, elle entrainerait une altération de cette derniére, par diminution de
I’expression des protéines de jonctions ainsi que par leur réarrangement au sein des cellules
endothéliales. Or cette BHE maintient I’homéostasie du SNC et protege le cerveau. Par
conséquent, si celle-ci est altérée cela expliquerait les pathologies décrites précédemment.
Toutefois, certaines pathologies ne sont pas associées a une hypoxie aigiie, mais a une hypoxie
intermittente. Dans ce cas, la question qui se pose est I’implication de ce type d’hypoxie sur la

BHE.

3. Hypoxie intermittente et BHE

L’hypoxie intermittente désigne une situation ou I’organisme est exposé a des €pisodes
répétés d’hypoxie, plutdt courts, suivis de réoxygénation. Méme si ce type d’hypoxie est moins
décrit dans la littérature, certaines pathologies correspondent a ce type de stress. Il est donc
nécessaire de comprendre les effets que peuvent engendrer cette hypoxie intermittente, afin de
traiter ou de prévenir les conséquences cellulaires de ces pathologies. Nous nous intéresserons,

par la suite, uniquement aux pathologies associées au SNC.

107




3.1. Pathologies neurologiques liées a I’hypoxie intermittente

Trois pathologies associées a une hypoxie intermittente, entrainant une atteinte du SNC,

se distinguent dans la littérature : 1’épilepsie, la rétinopathie de I’enfant prématuré et le

syndrome d’apnées du sommeil (SAS).

L’épilepsie englobe un groupe hétérogene de conditions qui sont caractérisées par des
crises récurrentes dues a un fonctionnement anormal de certains neurones. En effet, ces
derniers sont hyperexcitables et vont synchronisés, de facon anormale, leur activité.
Ceci va entrainer une décharge excessive dans les réseaux neuronaux connectés. Les
raisons d’une telle oscillation synchrone et pathologique, sont encore inconnues
(Daneman, 2012). Néanmoins, il a été décrit que 1’épileptogénése est souvent associée
a des épisodes répétés d’hypoxie-réoxygenation (Xiao-Dong et al., 2008).

A ce jour, I’épilepsie est traitée par des médicaments anti-épileptiques : les AEDs.
Toutefois, beaucoup de patients sont résistants a ces médicaments. Une des hypothéses
est que le passage de ces AEDs, a travers la barriere hémato-encéphalique, serait altéré
chez ces patients (Léscher and Potschka, 2002). En effet, le dysfonctionnement de cette
barriere est critique dans le développement de traitement de cette pathologie (Oby and
Janigro, 2006). Une déficience en transporteurs GLUT-1 au sein de la BHE, conduit par
exemple a un syndrome épileptique (De Vivo et al., 1991, 2002).

Cependant, il est difficile a dire si ce dysfonctionnement est une cause, ou une

conséquence, des épisodes épileptiques (Daneman, 2012).

La rétinopathie du prématuré est une pathologie qui touche la rétine du nouveau-né
prématuré. Selon la sévérité de cette rétinopathie, le développement neurologique de
I’enfant peut étre altéré (Msall et al., 2000). En effet, la rétine est appelée « la fenétre
du cerveau » en raison de sa forte connexion avec le tissu cérébral (Msall, 2006). Une
des causes de rétinopathie chez I’enfant prématuré est la fluctuation du niveau
d’oxygene, créant des hypoxies intermittentes (Penn et al., 1995; Cunningham et al.,
2000; Di Fiore et al., 2012). Lors de ces rétinopathies, 1’unité neurovasculaire (cellules

endotheliales — astrocytes — péricytes — neurones) est altérée (Chen and Smith, 2007),

108



et pourrait étre une des causes des troubles neurologiques observes lors du

développement ultérieur de I’enfant.

e Lesyndrome d’apnée du sommeil est un trouble respiratoire, provoque classiqguement

par I’obstruction répétée des voies aériennes supérieures lors du sommeil. Cette
obstruction est provoquée par un affaissement du pharynx lié & un relachement
musculaire, entrainant ainsi des ¢épisodes répétés d’hypoxie (apnées) et de
réoxygénation (Saunaméki et al., 2009). Ce syndrome est associé a de nombreuses
pathologies, notamment cardiaque (Sin et al., 1999) et cérébrale (YYaggi et al., 2005). A
ce jour le traitement, le plus efficace pour les patients ayant un syndrome sévere, est le
port d’un appareil qui délivre de I’air en pression positive continue durant la nuit.
Toutefois, ce dispositif est parfois mal toléré par le patient, malgré son efficacite, et est
donc abandonné par ce dernier. 1l est donc nécessaire de développer des thérapeutiques
qui seront tous aussi efficaces mais mieux acceptées.
Si les conséquences cardiaques entrainéees par le SAS sont bien connues et décrites dans
la littérature, les complications cérébrales restent encore a déterminer. Il a été observé
que des troubles cognifitifs apparaissaient chez les patients atteints d’apnées du
sommeil. Ceux-ci seraient provoqués par I’hypoxie intermittente chronique, qui
entrainerait une perte neuronale au niveau de I’hippocampe (Goldbart et al., 2003; Zhu
et al., 2007). Une des hypothéses serait que la BHE est altérée par 1’hypoxie
intermittente chronique, provoquant ainsi un changement au niveau de la plasticité
synaptique, et par conséquent engendrerait des troubles cognitifs. Cette hypothese
physiopathologique a fait 1’objet d’une revue de littérature (Lim and Pack, 2014).

Il est évident que I’hypoxie intermittente n’est pas sans conséquence sur I’organisme
chez ’Homme, et plus particuliérement pour le cerveau. Par ailleurs, beaucoup d’études
soulévent un lien entre 1’hypoxie intermittente et le fonctionnement anormal du SNC. Par
conséquent des études, in vivo et certaines in vitro, se sont intéressées a comprendre 1’impact

cerébral de cette hypoxie intermittente.

109




3.2. Effets de I’hypoxie intermittente sur la BHE

Peu d’études sont menées in vitro, en raison de la complexité d’induire une hypoxie

intermittente.

Dans le cadre de la résistance aux medicaments anti-épileptiques, 1’équipe de Xia-Dong
s’est intéressée a I’effet d’une hypoxie répétée dans le temps sur des cellules endothéliales
cerébrales de rat en culture (Xiao-Dong et al., 2008). Ils ont ainsi induit une hypoxie
intermittente, pendant 8 jours, et ont observé une augmentation de I’expression de la protéine
Pgp, qui est une pompe d’efflux. Cette augmentation d’expression est associée a une diminution
de I’accumulation de la rhodamine 123 (substrat spécifique de la protéine Pgp) dans les cellules
endothéliales, ce qui sous-tend que le substrat est efflué dans le milieu de culture. Ils en ont
ainsi conclu qu’un stress hypoxique répété dans le temps augmentait I’expression de la protéine

Pgp, ce qui pourrait contribuer a la pharmaco-résistance observée dans 1’épilepsie.

Cela reste la seule étude menée a ce jour in vitro pour déterminer I’impact de I’hypoxie
intermittente sur la BHE. Toutefois, de nombreuses études in vivo s’intéressent a I’impact de

ce type d’hypoxie sur le fonctionnement cérébral.

L’équipe de Morken a étudié I’effet d’une hypoxie intermittente sur le développement
cérebral de rats nouveaux-nés (Morken et al., 2013). Le profil de I’hypoxie intermittente exposé
aux ratons, est illustré en Figure 30. Quatorze jours apres leur naissance, les ratons sont exposés
pendant 6 heures a 50 % d’O», interrompues par trois épisodes consécutifs d’hypoxie (12 % O>)
de 10 minutes, espacés chacun de 2 minutes. Ils ont ainsi observé un changement aux niveaux
de la substance blanche, de la substance grise, ainsi qu’au niveau de la densité vasculaire. Par
ailleurs, une altération au niveau de la perméabilité de la BHE semble étre observee. De plus,

ces changements sont plus séveres chez les animaux dont le poids est faible.
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Figure 30 : Profil expérimental d’hypoxie intermittente sur des rats nouveaux-nés, d’apres
Morken et al. (Morken et al., 2013).

Cependant, la plupart des études menées in vivo sur I’hypoxie intermittente concerne

des modeéles du syndrome d’apnées du sommeil.

Philipps et al. ont exposés des souris, pendant 14 jours, a une hypoxie intermittente a
raison de 12 heures par jour (Phillips et al., 2004). Le profil de I’hypoxie intermittente est
illustré par la Figure 31. La fraction d’oxygéne est abaissée jusqu’a atteindre 10 % et est
maintenu pendant 1 minute, puis le contenu en oxygéne du mélange gazeux est introduit dans
les cages et réaugmente pour atteindre 21 % pendant 4 minutes. Ils ont ainsi observé une
altération de la fonction endothéliale cérébrale apres exposition a I’hypoxie intermittente.
Néanmoins, les mécanismes induits par I’hypoxie intermittente, entrainant cette altération,

restent encore inconnus.
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Figure 31 : Profil d’exposition a ’hypoxie intermittente de Philipps et al. (Phillips et al., 2004).

Dans la revue de Lim & Pack., ces derniers expliquent que les troubles cognitifs,
observés chez les patients atteints d’apnées du sommeil, seraient provoqués par un changement
au niveau de la BHE suite a une exposition a I’hypoxie intermittente, puisqu’une hypoxie aigiie
induit une altération de la BHE (Schoch et al., 2002). Cependant, les conséquences d’une
hypoxie intermittente sur la BHE ne sont pas encore tres décrites dans la littérature. Dans leur
revue, il propose plusieurs mécanismes, induits par I’hypoxie intermittente, qui pourraient
altérer cette BHE (Lim and Pack, 2014). L’un de ces mécanismes repose sur la voie HIF-1 qui
activerait des genes cibles pouvant altérer a la fois la voie paracellulaire (protéines des jonctions
serrées), et la voie transcellulaire (transporteurs). Cependant, cela reste des hypotheses qui

nécessitent d’étre approfondies et démontrées.

Récemment, 1’équipe de Kim a étudié, in vivo, les mécanismes impliqués dans les
troubles cognitifs des patients atteints de SAS. Pour cela, ils émettent I’hypothése que I’hypoxie
intermittente conduit a un dysfonctionnement de la myélinisation axonale, de la performance
cognitive, ainsi qu’a un changement du taux de I’endothélin-1 et de la perméabilité de la BHE
(Kim et al., 2015). L’endothélin-1 est une protéine souvent surexprimée dans le plasma des
patients apnéiques (Ip et al., 2004).

Cette étude est la premiére a étudier I'impact de I’hypoxie intermittente sur la
perméabilité de la BHE, dans le cadre du SAS. Cependant un lien entre 1’augmentation de

I’endothélin-1 et une ouverture de la BHE n’a pas €té observé, malgré le fait que cette protéine
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augmente la perméabilité de la BHE dans des modeéles animaux d’AVC ischémique (Leung et
al., 2009). Une des explications possibles, est qu’une régulation négative des récepteurs a
I’endothélin-1 peut se produire au niveau des parois des vaisseaux sanguins durant des
expositions d’hypoxie intermittente (Allahdadi et al., 2005), réduisant ainsi la sensibilité
vasculaire de cette protéine. De plus, ils ont fait une évaluation globale de 1’intégrité de la BHE
avec un colorant, le Bleu Evans, ce qui peut sous-estimer I’impact local de 1’hypoxie
intermittente sur la perméabilité de la BHE. Des modéles in vitro pourraient apporter des

informations complémentaires tres précises.

A la vue de ce chapitre, il est évident que I’hypoxie est sans doute un facteur clé
dans Daltération de la BHE, dans de nombreuses pathologies cérébrovasculaires.
Toutefois, méme si les conséquences d’une hypoxie aigiie sur cette barriére sont trés bien
décrites dans la littérature, les mécanismes cellulaires et moléculaires induits, par une
hypoxie intermittente, restent encore peu connus et donc a déterminer. Les modeles
cellulaires de BHE pourraient étre utiles pour comprendre ces mécanismes, de par leur

simplicité, et grace aux méthodes d’induction d’hypoxie décrites dans ce chapitre.
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Conclusion de I’Etude Bibliographique

L’endothélium des capillaires cérébraux se distingue des autres endothélia par des
caractéristiques qui lui sont spécifiques, telles que la présence de jonctions serrées, 1’absence
de fenestration et le faible transport vésiculaire. Il exprime, également, des transporteurs
d’efflux et des enzymes de dégradation, essentiels a son fonctionnement. Ces différentes
propriétés font de cet endothélium le siege de la barriere hémato-encéphalique, qui est
responsable du maintien de ’homéostasie ainsi que de la protection du cerveau. Ce maintien
est permis par les interactions cellulaires et moléculaires présentes au sein cette BHE, et faisant
intervenir les astrocytes, les péricytes et les neurones. Toutefois, ces interactions sont difficiles
a étudier in vivo, en raison de la complexité du tissu cérébral. C’est pourquoi, les derniéres
décennies ont vu se développer de nombreux modeles in vitro de BHE, qui facilitent I’étude de
son fonctionnement ainsi que les interactions cellulaires en son sein. Cependant, ces modeéles
doivent reproduire le plus fidelement possible les propriétés in vivo de la BHE, ce qui peut
conduire & des modéles assez complexes (modeles tri-culture, modéles dynamiques). De ce fait
une faible perméabilité, des valeurs de TEER élevées, ainsi que 1’expression de protéines de
jonctions serrées et de transporteurs de type ABC, semblent étre les criteres les plus essentiels
pour un modele in vitro de BHE. Toutefois, le choix du modéle dépend essentiellement de

I’objectif poursuivi.

Beaucoup de ces modeles sont utilisés pour étudier les mécanismes impliqués dans les
pathologies cérébrovasculaires, telles que 1’accident vasculaire cérébral, les troubles cognitifs,
la maladie d’Alzheimer. L’un des facteurs communs associés a ces pathologies est I’hypoxie.
L’hypoxie est un stimulus externe entrainant une diminution de la teneur en oxygene délivré
par la circulation sanguine. Le cerveau, étant un grand consommateur d’oxygene, il est
particulierement sensible a ces fluctuations en taux d’oxygeéne. Cette hypoxie est souvent
associée a une altération au niveau de la BHE. L’un des défis, dans le traitement de ces
pathologies, est de comprendre et d’identifier la provenance du dysfonctionnement observé au
sein de cette BHE. En effet, une meilleure compréhension permettrait de développer des
stratégies thérapeutiques adéquates afin de prévenir et/ou de traiter ces pathologies. Néanmoins,
si les conséquences d’une hypoxie aigiie sur la BHE sont treés bien décrites dans la littérature,
les mécanismes cellulaires et moléculaires provoqués par une hypoxie intermittente, restent

encore a déterminer.
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Dans ce travail de thése, nous avons souhaité d’une part, mettre en place un mod¢le original in
vitro de BHE, et d’autre part, mettre en place une méthode d’induction d’hypoxie intermittente

reproductible afin d’étudier les conséquences de ce stimulus sur 1’intégrité de la BHE.
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Deuxieme partie :
Travaux Personnels



Chapitre 1 : Mise en place d’un modg¢le in vitro de
BHE en co-culture contact

L’objectif de ce travail de these étant d’étudier I’impact d’un phénomene pathologique
(hypoxie) sur la BHE, il a été nécessaire de mettre en place un modeéle cellulaire de BHE, qui
se rapproche le plus physiologiquement possible d’une BHE in vivo. De plus, ce modéle doit
étre reproductible et stable dans le temps afin de pouvoir étudier I’impact d’un ou plusieurs
stress hypoxiques sur son intégrité. Pour cela, nous avons choisi d’utiliser des lignées cellulaires
immortalisées, qui ont I’avantage d’étre stables dans le temps et faciles a cultiver. En effet, les
cellules primaires sont complexes a obtenir, en raison des difficultes liees a leur isolement, leur
culture et leur courte durée de vie. Dans la littérature, les modéles in vitro de BHE utilisent, le
plus souvent, des cellules endothéliales associées a des astrocytes (Deli et al., 2005; Wilhelm
et al., 2011). En effet, les astrocytes sont des éléments clés au sein de la BHE, et permettent
d’obtenir des modeles in vitro plus imperméables : critere essentiel au bon fonctionnement de
cette barriere. Par conséquent, nous avons décidé d’utiliser des cellules endothéliales ainsi que
des astrocytes, provenant de lignées cellulaires, pour mettre en place notre modele in vitro de
BHE

Lors de la mise en place de ce modele, les objectifs ont été les suivants :

- tester les différentes configurations afin de determiner celle qui mime le plus fidelement
possible une BHE in vivo, et qui répond aux critéres attendus pour un tel modéle (cf
chapitre 2 partie I)

- caractériser la configuration choisie en termes de perméabilité, de protéines de jonctions

serrées et de transporteurs d’efflux
1. Choix des lignées cellulaires

Dans le cadre de ce travail de thése, nous avons développé un modele cellulaire murin de
BHE afin de pouvoir faire le lien avec des études qui seront menées prochainement chez le petit
animal (souris), au laboratoire. Par conséquent nous avons fait le choix d’utiliser une lignée
immortalisée de souris pour les cellules endothéliales : la lignée bEnd.3. Cette lignée est souvent

utilisée dans la littérature et semble étre un bon outil pour I’étude du fonctionnement de la BHE
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(Wuest and Lee, 2012), notamment d’un point de vue paracellulaire (Watanabe et al., 2013).
Ces cellules ont été obtenues par ’ATCC (ATCC® CRL-2299™). Puis elles ont été cultivées
dans du milieu DMEM (Dulbecco Modified Eagle Medium), complémenté avec 10% SVF
(serum de veau foetal et 5%), d’antibiotiques (amphotéricine B, penicilline et streptomycine),

et dans des conditions standards de culture, soit a 37°C et 5% CO..

Les cellules astrocytaires, utilisées pour développer le modele, proviennent du rat : la lignée
C6. Le changement d’espece s’explique par le fait qu’il n’existe pas de lignée cellulaire
d’astrocytes chez la souris. En effet, les astrocytes murins utilisés dans la littérature,
proviennent toujours de culture primaire (Wuest et al., 2013). Par ailleurs, la lignée C6 est I’'une
des lignées immortalisées les plus utilisées dans la littérature pour la mise en place de modéles
in vitro de BHE (Fischer et al., 2000; Hu et al., 2010; Cioni et al., 2012). Cette lignée a été
fournie par I’ATCC (ATCC® CCL-107™). Ces cellules sont cultivées dans du milieu F-12K,
complémenté avec 2,5% de SVF, 15% de serum de cheval et 5% d’antibiotiques, a 37°C et 5%
COz. Cependant, il a été nécessaire d’adapter progressivement la lignée C6 au milieu DMEM
afin de pouvoir, par la suite, mettre en place un modéle de co-culture de BHE ou le milieu de

culture doit étre identique pour les deux lignées cellulaires.

2. Mise en place des différentes configurations de co-culture

Les différentes configurations de modéle in vitro co-culture de BHE ont été réalisées sur
des inserts PET (membrane polyester) dont le diamétre des micropores est de 0,4 um (diameétre
généralement utilisé dans la littérature pour étudier le fonctionnement de la barriére) (Wilhelm
etal., 2011; Wuest and Lee, 2012).

Nous avons testé trois configurations de co-culture qui ont été comparées a un modele de

mono-culture (cellules endothéliales seules), illustrées par la Figure 32 :

- un modele de co-culture « non-contact » : les cellules bEnd.3 sont ensemencées sur la
partie luminale de I’insert, alors que les cellules C6 sont ensemencées au fond du puits.
- un modeéle de co-culture « contact » : les cellules bEnd.3 sont ensemencées sur la partie
luminale de I’insert, tandis que les cellules C6 sont ensemencées sous 1’insert (coté

basal).
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- un modele de co-culture « inversé » : les cellules C6 sont ensemencées sur la partie

luminale de I’insert, et les cellules bEnd.3 sont ensemencées sous la membrane, coté

basal.
Sk ok S R T L e e
‘F G S S D D
@» Cellules endothéliales + Astrocytes @ Cellules endothéliales —+— Astrocytes

Figure 32 : Schéma des différentes configurations de co-culture testées lors de la mise en place
du modéle in vitro de BHE. Les bEnd.3 (cellules endothéliales) sont soit ensemencées sur la partie
luminale de I’insert (les deux premiéres configurations) soit ensemencées sous ’insert, du coté basal
(derniére configuration). Les C6 (astrocytes) sont ensemencées soit sous I’insert (premiére
configuration), soit au fond du puits (deuxiéme configuration) ou sur la partie apicale de I’insert
(derniére configuration).

Afin de déterminer la meilleure configuration de co-culture pour notre étude, nous avons

réalisé des mesures de TEER et de perméabilité au sodium fluoresceine.

2.1. Le modéle co-culture « non-contact »

Dans cette configuration, les cellules bEnd.3 sont ensemencées a raison de 4.10°
cellules/insert, sur la surface luminale de I’insert et dans 200 pl milieu DMEM. Dans le méme
temps, les cellules C6 sont ensemencées au fond du puits a raison de 4.10* cellules/insert, dans
600 pl de milieu DMEM. Les concentrations ont été déterminées d’apres la littérature (Wuest
and Lee, 2012). Afin d’attester du critére imperméable de ce modéle, des mesures de TEER et

perméabilité ont été effectuées.

Les mesures de TEER sont effectuées tous les jours pendant 8 jours, des le lendemain
de I’ensemencement, grace a un épithélial voltohmeter. Trois mesures par insert, a des endroits
différents, sont réalisées. La TEER, est ensuite calculée grace a la formule suivante et est

exprimée en Ohm.cmz:

119



TEER du modéle = (TEER mesurée — TEER blanc) X aire de la membrane Y

Ou TEER blanc correspond a la TEER d’un insert vide et 1’aire de la membrane valant 0,33

cm2.

Les résultats obtenus sont représentés sur la Figure 33. Le lendemain de
I’ensemencement, la TEER du modéle est de 34,65 + 8,94 ohm.cm? Ensuite, cette TEER
augmente jusqu’a J6, ou elle atteint son maximum (69,3 + 5,64 ohm.cm?2). Puis cette TEER
diminue pour atteindre 50,9 £ 5,6 ohm.cmz?, a J8. Néanmoins, ces valeurs de TEER sont
supérieures a celles obtenues en mono-culture. En effet, a J1 la TEER, du modele mono-culture
est de 17,08 £ 1,54 ohm.cm?2 et a J6 (TEER maximale) elle est de 53,37 + 4,91 ohm.cmz2.
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Figure 33 : Mesures de TEER sur 8 jours. La TEER augmente au cours du temps dans les deux
configurations. Toutefois les valeurs sont plus élevées pour le modéle de co-culture non-contact (* p <
0,05 co-culture versus mono-culture). Les résultats correspondent aux moyennes + écart-type (n = 6).

La fonction de barriére du modele est évaluée en mesurant la perméabilité des cellules
au sodium fluorescéine (Na-F) de poids moléculaire 376 Da. Les mesures de perméabilité sont
réalisées lorsque la TEER atteint sa valeur maximale soit a J6. Pour cela, les cellules sont
rincées avec du milieu Ringer-Hepes pré-chauffé (5mM Hepes, 5,2 mM KCI, 2,2 mM CaCls,
0,2 mM MgClz, 6mM NaHCOs et 2,8 mM glucose). Puis, 10 pg/ml de Na-F est ajoutée dans le

compartiment luminale de I’insert (c6té cellules endothéliales) et incubée 1 heure a 37°C. La
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concentration en Na-F est ensuite déterminée en utilisant un fluorimétre (Aex 485 nm et Aem
530 nm). Enfin, le coefficient de perméabilité (Pe) est calculé comme décrit précédemment par
Deli et al. (Deli et al., 2005).

Les résultats sont illustrés par la Figure 34. Le coefficient de perméabilité pour le modele de
co-culture est de 3,01.10° + 1,37.10° cm.s™%, tandis que celui pour le modéle de mono-culture

est significativement plus élevé (p < 0,01) autour de 9,09.10° + 1,34.10° cm.s™.

B mono-<cukure

B co-culture non-contact

Perméabilité au Na-F (10° cm.s!)
o

(s>}

Figure 34 : Mesures de la perméabilité au sodium fluorescéine a J6. La perméabilité est
significativement plus faible pour le modéle de co-culture (** p < 0,01, co-culture versus mono-
culture). Les résultats correspondent aux moyennes + écart-type (n = 6).

Ces deux mesures montrent 1’intérét d’utiliser un modele de co-culture pour étudier la
fonction de BHE, puisque ce dernier présente une TEER plus élevée et une perméabilité plus
faible qu’un modéle de mono-culture. Toutefois, il est intéressant d’étudier si le contact entre

les cellules peut améliorer le modele.
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2.2. Le modeéle co-culture « contact »

Dans cette configuration, les cellules C6 sont placées sous I’insert coté abluminal, il est
donc nécessaire de les ensemencer en premier. Pour cela, I’insert est retourné et les cellules sont
ensemencées a raison de 4.10* cellules/insert. Ensuite, les cellules sont incubées a 37°C,
pendant 6h (temps nécessaire a I’adhésion des cellules sur 1’insert). Puis 1’insert est remis dans
le puits et les cellules sont cultivées pendant 2 jours comme décrit par Li et al. (Li et al., 2010).
Enfin, les cellules bEnd.3 sont ensemencées sur la partie apicale de I’insert a raison de 4.10°
cellules/insert et cultivées pendant 8 jours. Cette mise en place de co-culture « contact » est

résumeée sur la Figure 35.

\ - \ = I_
Seed Ccells onto Adhere for 6 hours -
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Figure 35 : Schéma illustrant la mise en place du modele co-culture « contact ». Dans un premier
temps les cellules C6 sont ensemencées sur insert retourné pendant 6h a 37°C, puis I’insert est remis
dans le puits et les cellules sont cultivées pendant 2 jours. Enfin, les cellules endothéliales sont
ensemencées dans I’insert et cultivées pendant 8§ jours.

Le critere imperméable du modele est ensuite évalué, de la méme facon que pour le

modele co-culture non-contact, par des mesures de TEER et de perméabilité.

Le suivi de la TEER débute le lendemain de I’ensemencement des bEnd.3. Les résultats
obtenus sont représentés sur la Figure 36. A J1, la TEER du modele est de 41,6 + 5,42 ohm.cm?2,

Ensuite, cette TEER augmente jusqu’a J6, ou elle atteint son maximum (81,64 + 2,74 ohm.cm?).
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Puis cette TEER diminue pour atteindre 53,05 + 1,62 ohm.cm?, a J8. Dans cette configuration,
la TEER est également supérieure a celle obtenue en mono-culture. En effet & J6, la valeur de

TEER est significativement plus élevée que celle obtenue en mono-culture (p < 0,01).
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Figure 36 : Mesures de TEER sur 8 jours. Les résultats correspondent aux moyennes + écart-type (n
=6). (** p < 0,01 co-culture versus mono-culture).

La TEER augmente au cours du temps dans les deux configurations. Toutefois les
valeurs sont plus élevées pour le modéle de co-culture « contact ». Enfin, la perméabilité du
modele co-culture « contact », pour le sodium fluorescéine est évaluée. Les résultats sont
présentés sur la Figure 37. Le coefficient de perméabilité pour le modéle de co-culture est de
1,51.10% + 1,12.10° cm.s?, tandis que celui pour le modéle de mono-culture est

significativement plus élevé (p < 0,01) de 9,21.10° +1,02.10° cm.s™.
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Figure 37 : Mesures de la perméabilité au sodium fluorescéine a J6. Les résultats correspondent
aux moyennes = écart-type (n = 6). (** p < 0,01, co-culture versus mono-culture).

La perméabilité est significativement plus faible pour le modéle de co-culture. Ces
résultats montrent que le contact entre les cellules permet d’améliorer le critére imperméable
du modeéle de BHE, puisque la TEER est plus élevée et la perméabilité plus faible que celles
obtenues avec le modéle co-culture non-contact. Enfin, nous nous sommes intéressés a une
derniére configuration, ou les cellules bEnd.3 sont ensemencées sous I’insert et les cellules C6

sur la partie apicale de I’insert.

2.3. Le modele co-culture « inversé »

Cette configuration n’a pas été décrite dans la littérature, mais 1’intérét est d’avoir un
modele plus physiologique. En effet, a long terme 1’objectif du laboratoire est de complexifié
le modéle par un systeme de shear stress. Or, avec les autres configurations les premiéres
cellules a subir ce stress seraient les astrocytes, ce qui n’est pas représentatif d’une situation in
vivo. C’est pourquoi, nous avons testé une configuration inversée afin d’étre plus représentatif

et plus physiologique.

Plusieurs concentrations de cellules bEnd.3 (4.10* ; 8.10% ; 1.10° et 4.10° cellules/inserts) sont
testées puisque cette configuration n’a jamais été publiée auparavant. De la méme facon que

pour le modele précédent, I’insert est retourné afin d’ensemencer les cellules bEnd.3. Puis les
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cellules sont incubées 6h pour qu’elles adhérent au support. L’insert est ensuite remis dans le
puits et les cellules sont cultivées 48h a 37°C. Enfin les cellules C6 sont ensemencées a raison
de 4.10* cellules/insert sur la surface apicale de I’insert, et cultivées en co-culture pendant 8

jours.

La perméabilité du modeéle est alors évaluée par des études de TEER et de perméabilité

au sodium fluorescéine. Cette derniere est effectuée lorsque la TEER atteint son maximum.

Le suivi de la TEER débute le lendemain de I’ensemencement des cellules C6 (Figure
38). La concentration 8.10* cellules/insert a obtenu les valeurs de TEER les plus élevées. En
effet,aJ1 la TEER est de 52,14 + 0,72 ohm.cm?, puis elle atteint sa valeur maximale & J6 (67,23
+ 2,67 ohm.cm?). Pour les concentrations élevées en cellules bEnd.3, la TEER n’est pas
représentative car les cellules se décollent du support en raison de leur trop haute densité. La
concentration 1.10* cellules/insert donne un profil de TEER semblable aux autres
configurations mais les valeurs sont plus basses que la concentration 8.10* cellules/insert (57,6
+ 2,02 ohm.cmz2 a J6).
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Figure 38 : Mesures de TEER sur 8 jours pour différentes concentrations en cellules bEnd.3. Les
résultats correspondent aux moyennes + écart-type (n = 6).

La TEER augmente au cours du temps pour les concentrations les plus faibles. Toutefois

les valeurs sont plus élevées pour la concentration 8.10* cellules/insert. Les concentrations les
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plus élevées ne donnent pas de valeurs de TEER représentatives car les cellules se décollent du
support en raison de leur forte densité. Enfin, la perméabilité de ce modele, pour le sodium
fluorescéine est évaluée pour les différentes concentrations en cellules bEnd.3. Les résultats
sont présentés sur la Figure 39. Les coefficients de perméabilité sont élevés (de 1’ordre de 107
cm.s™) pour les différentes concentrations démontrant que le modéle dans cette configuration

n’est pas imperméable.
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Figure 39 : Mesures de la perméabilité au sodium fluorescéine a J6 pour les différentes
concentrations en cellules bEnd.3. Les résultats correspondent aux moyennes + écart-type (n = 6).

La perméabilité est élevée pour chaque concentration (de ’ordre de 10° cm.s™). Par
conséquent, cette configuration n’aboutit pas a un modele de BHE adéquat notamment pour
1’¢étude de la fonction de cette barriere, puisque le critere imperméable essentiel au modele n’est

pas respecté.

En conclusion, la configuration de co-culture qui a donné les meilleurs résultats
concernant la TEER et la perméabilité est le modéle de co-culture « contact » ou les
cellules bEnd.3 sont ensemencées sur la surface apicale de I’insert, tandis que les cellules
C6 sont placées sous I’insert (Table 3). En effet, ce modéle répond aux critéres attendus
d’un modéle in vitro de BHE, c’est-a-dire une valeur de TEER se rapprochant de 100

ohm.cm? (81,64 chm.cm?) et une perméabilité de ’ordre de 10° cm.s? (1,51.10 cm.s™).
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Par la suite, nous avons caractérisé ce modele en étudiant I’expression des protéines de

jonctions serrées et la fonctionnalité des transporteurs d’efflux.

configuration TEER (Q.cm?) Perméabilité (cm.s™)
mono-culture 53,37 +4,91 9,09.10°+1,34.10°
co-culture non-contact 69,3 + 5,64 3,01.10%+1,37.10°®
co-culture contact 81,64 +2,74 1,51.10%+1,12.10°
co-culture inversée 67,23 + 2,67 3,0.10°+1,09.10°

Tableau 3 : Récapitulatif des résultats obtenus pour les différentes configurations.

3. Caractérisation du modele co-culture « contact »

Le modele de co-culture « contact » répond au premier critére attendu d’un modéle in vitro
de BHE, qui est I’étanchéit¢ du modele mesuré par la TEER et la perméabilit¢é membranaire.
Néanmoins, pour qu’un modéle soit adéquat a 1’étude de la fonction de la BHE, ce dernier doit
exprimer des protéines de jonctions serrées et posséder des transporteurs de la famille des ABC

transporteurs qui soient fonctionnels.

3.1. Etude de I’expression des protéines de jonctions serrées

du modele de co-culture contact

Nous avons étudié I’expression de trois protéines des jonctions serrées : ZO-1, occludine et
claudine-5. En effet, ces protéines semblent jouer un réle majeur dans le fonctionnement de la
BHE (Naik and Cucullo, 2012). L’expression de ces protéines est évaluée par cell-ELISA et

confirmée par microscopie confocale.

Dans un premier temps, nous avons étudié 1’expression de ces protéines par cell-ELISA.
Pour cela, les cellules de notre modele sont fixées pendant 20 minutes a tempeérature ambiante
avec 4% de PFA. Puis les cellules sont rincées et incubées avec 3% H20», dilué dans du

méthanol, pendant 30 minutes afin de bloquer les sites endogenes a la péroxidase. Cette étape
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est suivie d’une incubation avec 20% de sérum de chévre afin de bloquer les sites non
specifiques. Puis, les cellules sont incubées 2 heures a température ambiante avec les anticorps
primaires : anti-ZO-1 (4 pg/ml), anti-occludine (1 pg/ml) et anti-claudine-5 (2 pg/ml). Enfin,
les anticorps secondaires couplés a la péroxidase (dilués au 1/500) sont ajoutés pendant 1h30 a
température ambiante. Plusieurs lavages sont alors effectués puis une solution de
phénylenadiamine diluée dans du tampon citrate (0,05 M) est ajoutée pendant 10 minutes, a
température ambiante et & I’abri de la lumiére. La réaction colorimétrique est mesurée par

spectrophotométrie a une longueur d’onde de 490 nm.

Les résultats obtenus sont présentés sur la Figure 40 et donnés en pg/ml. Cette
concentration est déterminée grace a une gamme étalon, préparée pour chaque protéine. Nous
avons ainsi montré que notre modele exprimait 5,75 + 0,57 pg/ml pour ZO-1, 3,78 £ 0,72 pg/ml
pour I’occludine et 11,07 + 0,61 pg/ml pour claudine-5. Par conséquent, notre modéle exprime

des protéines de jonctions serrées.

mZ0-1
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Figure 40 : Expressions de ZO-1, occludine et claudine-5 en pug/ml, déterminées par cell-ELISA.
Les résultats correspondent aux moyennes * écart-type (n = 6).

Ces résultats sont confirmés par microscopie confocale. Pour cela, les inserts sont fixés
20 minutes avec 4% de PFA, a température ambiante, suivis de trois ringages de 5 minutes avec

du PBS. Les sites non spécifiques sont ensuite blogqués avec 6% de sérum de cheval dilué et
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0,3 % de triton-X100 dans du PBS. Puis, les anticorps primaires sont ajoutés toute une nuit a
4°C : Z0O-1 est dilué au 1/100, I’occludine est dilué au 1/75 et claudine-5 est dilué au 1/25. Trois
ringages de 5min sont effectués avec du PBS puis les anticorps secondaires alexa fluor 546 et
555 sont ajoutés pendant 1h30 a température ambiante. Enfin, apres trois rincage de 5 minutes

avec du PBS, les inserts sont observés en microscopie confocale.

Les résultats sont présentés sur la Figure 41 et confirment ceux obtenus par cell-ELISA.
En effet, notre modele exprime ZO-1, occludine et claudine-5.

Z0-1 occludine

Claudine-5

Figure 41 : Marquages de ZO-1, occludine et claudine-5, observés en microscopie confocale
(échelle 50 pm).

Le dernier critere attendu pour un modele in vitro de BHE est que ce dernier exprime

des transporteurs d’efflux, et que ceux-ci soient fonctionnels.
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3.2. Etude de I'expression et de la fonctionnalité des

transporteurs d’efflux du modeéle de co-culture « contact »

Nous nous sommes intéressés a deux transporteurs appartenant a la famille des ABC
transporteurs : Pgp et MRP-1. En effet, ces deux protéines sont exprimeées au sein de la BHE et
ce sont les plus décrites dans la littérature (Dombrowski et al., 2001; Schinkel and Jonker,
2003).

Dans un premier temps, 1’étude s’est portée sur 1’expression de ces protéines au sein de
notre modele de co-culture contact. Cette expression est étudiée par cell-ELISA. Le protocole
est identique a celui décrit pour les protéines de jonctions serrées, a 1’exception des anticorps
primaires : anti-Pgp (2 pg/ml) et anti-MRP-1 (10 pg/ml). Les résultats obtenus sont illustrés
par la Figure 42. Ceux-ci montrent que le mod¢le exprime des transporteurs d’efflux. En effet,
notre modéle exprime 3,99 £ 1,15 pg/ml de Pgp et 4,34 + 0,95 pg/ml de MRP-1.

o

@ Pgp
| MRP-1

expressions des protéines
(ng/ml)

[y

Figure 42 : Expressions de Pgp et MRP-1 en pg/ml, déterminées par cell-ELISA. Les résultats
correspondent aux moyennes + écart-type (n = 6).

Dans un deuxieme temps, la fonctionnalité de ces deux transporteurs d’efflux est
¢valuée. Dans la littérature, il est décrit que ces pompes d’efflux sont exprimées

préférentiellement au niveau des membranes apicales des cellules endothéliales cérébrales
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(Cordon-Cardo et al., 1989; Schinkel and Jonker, 2003). Par conséquent, nous avons caractéerisé
la fonctionnalité de ces pompes du cété apical de notre modéle. Pour cela, I’efflux du substrat
BCECF-AM (substrat de Pgp et MRP-1) est évalué, en présence ou non d’inhibiteurs tels que
verapamil pour Pgp et probenecid pour MRP-1. Ce composeé entre dans la cellule et est clivé
par des estérases intracellulaires sous la forme BCECF qui devient fluorescent. Lorsqu’il est
efflué sous la forme du composé BCECF, son relargage peut étre évalué par fluorescence. Les
cellules du modele sont pré-incubées a 37°C, pendant 15 minutes en présence (ou non pour les
contréles) de 40 uM de verapamil ou 1 mM de probenecid. Puis 1 mM de BCECF-AM est
ajouté pendant 1 heure a 37 °C. Ces concentrations ont été précédemment déterminées au
laboratoire (Perek et al., 2005). Enfin, la fluorescence est mesurée avec un fluoriméetre aux

longueurs d’ondes suivantes : Aex 493 nm et Aem 515 nm.

Notre modéle posséde des pompes d’efflux qui sont fonctionnels (Figure 43). En effet,
les cellules, qui n’ont pas été pré-incubées avec des inhibiteurs, effluent BCECF (4,43 £ 1,01
pg/ml). Toutefois, quand les cellules sont pré-incubées avec des inhibiteurs, une diminution
significative du taux de BCECF extracellulaire (BCECF efflué) est observée. En effet 2,29 +
0,49 pg/ml de BCECF sont mesurés avec le probenecid, et 2,72 + 0,29 pg/ml de BCECF avec

le verapamil.
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Figure 43 : Transport du BCECF par Pgp et MRP-1 afin d’évaluer la fonctionnalité de ces
pompes ABC transporteurs. Les résultats correspondent aux moyennes + écart-type (n = 6).
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4. Avantages et limites du modele co-culture « contact »

Le modele de co-culture « contact » de BHE mis en place durant ce travail de these, répond

aux critéres attendus pour un modele in vitro de barriere :

- une TEER élevée proche de 100 Q.cm? (Naik and Cucullo, 2012)

- une perméabilité avoisinant 10° cm.s, qui correspond a celle observée in vivo
(Wilhelm and Krizbai, 2014)

- la présence de protéines de jonctions serrées (Naik and Cucullo, 2012)

- la présence de transporteurs d’efflux fonctionnels (Naik and Cucullo, 2012)

De plus, ce modele est facile, et rapide a mettre en place (8 jours). Néanmoins, il ne tient
pas compte de I’interaction des péricytes, autres éléments de la BHE. Or, de nombreuses études
montrent I’importance de ces cellules dans le maintien des propriétés de barriére, et notamment
le maintien de I’homéostasie (Vandenhaute et al., 2011). Par ailleurs, notre modele ne tient pas
compte du shear stress (forces de cisaillement) qui joue un réle important dans I’induction et le
maintien de cette barriére (Prabhakarpandian et al., 2013). Cependant, notre modele permet
d’étudier la physiologie de la BHE, mais également I’intégrité¢ de cette dernic¢re en condition

pathologique. Ce dernier point est I’objectif majeur de ce travail de these.
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Chapitre 2 : Validation de 1’hydralazine comme
agent mimeétique de la voie hypoxigue pour étudier
I’impact de ce stress sur la BHE

Ces derniéres années, il a ét¢ montré que I’altération de la BHE contribuait a certaines
pathologies neurologiques telles que les maladies d’Alzheimer et de Parkinson, ou 1’ischémie
cérébrale. Il s’avére que 1I’hypoxie est un facteur commun a ces pathologies, et représente un
facteur de stress majeur conduisant a une altération de la BHE (Sandoval and Witt, 2008; Al
Ahmad et al., 2011; Helms et al., 2016). Toutefois, les résultats in vivo sont parfois difficiles a
interpréter en raison de la complexité du cerveau. De ce fait, les études portant sur la BHE sont

souvent réalisées grace a des modeles in vitro (Fischer et al., 2000; Cecchelli et al., 2014).

La réponse cellulaire a I’hypoxie est menée principalement par I’activation de la voie
HIF-1 (Engelhardt et al., 2014). Ce facteur de transcription semble étre un facteur clé dans la
diminution de la perméabilité de la BHE (Ogunshola and Al-Ahmad, 2012). Néanmoins, la
compréhension des mécanismes cellulaires et moléculaires induits par un stress hypoxique, est
complexe avec une hypoxique physique, en raison de la courte demi-vie de HIF-1a ainsi que
par la réversion rapide du phénomene. Dans ce cadre, de nombreux inhibiteurs de la PHD
(prolyl hydroxylase domaine) ont été développés, et permettent de stabiliser HIF-1a. Ceux-Ci
créent ainsi un environnement cellulaire « hypoxique » adéquat pour étudier 1’altération de la
BHE par I’hypoxie (Engelhardt et al., 2014). Dans cette étude, nous avons évalué le potentiel
de I’hydralazine comme agent mimétique de la voie hypoxique. L’hydralazine est un
vasodilatateur utilisé en clinique, qui a montré des capacités d’induction de HIF-1a en inhibant

la PHD (Knowles et al., 2004).
L’objectif de cette étude est double :

- valider le potentiel de I’hydralazine comme agent mimétique de la voie hypoxique en le
comparant a une hypoxie physique (méthode d’induction standard de I’hypoxie)
- ¢étudier I’'impact de stress hypoxique induit par I’hydralazine sur I’intégrité de notre

modele de co-culture « contact », toujours en comparaison avec une hypoxie physique
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1. Résultats

La premicre étape a été de déterminer la concentration pour laquelle 1’hydralazine est non
cytotoxique pour nos cellules puis d’évaluer son potentiel sur la voie métabolique de 1’hypoxie.
Cette cytotoxicité est évaluée selon deux méthodes : une méthode de viabilité cellulaire
(méthode de MTT, test d’activité mitochondriale) et une méthode d’évaluation de la mortalité
cellulaire (méthode de Lactate Deshydrogénase LDH, montrant I’intégrit¢é membranaire).
Ainsi, nous avons montré que la concentration 100 UM était non cytotoxique pour nos cellules,

ce qui confirmait les résultats obtenus par I’équipe de Knowles (Knowles et al., 2004).

L’¢tude de I’expression de HIF-1a a montré une surexpression significative aprés une
exposition de 2 heures a I’hypoxie. Cette surexpression est similaire entre les deux méthodes
d’induction : 100 uM d’hydralazine (dose efficace et non cytotoxique) ou 2 % d’O2 (Figure
3). Par ailleurs, pour vérifier la spécificité d’action de I’hydralazine sur la voie hypoxique, nous
avons étudié I’expression de HIF-1a aprés une exposition avec un autre vasodilatateur : la
prazosine. Les résultats n’ont montré aucun effet sur I’expression de HIF-1a et par conséquent
la prazosine n’agit pas sur la voie métabolique de I’hypoxie, confirmant ainsi la spécificité de

I’hydralazine.

La suite de notre étude a consisté a évaluer I’impact d’un stress hypoxique induit soit par
I’hydralazine, soit par une hypoxie physique, sur 1’intégrité de notre modele in vitro de BHE.
L’intégrité de notre modéle est évaluée par des mesures de perméabilité (TEER et perméabilité
membranaire au sodium fluorescéine), par expressions de protéines de jonctions serrées et de
transporteurs d’efflux, ainsi que par la fonctionnalité de ces transporteurs. Nos résultats ont
montré qu’un stress hypoxique, induit par ’hydralazine ou par hypoxie physique, diminuait
significativement la TEER. En effet cette derniére diminue de 13,3 % avec ’hydralazine et de
17,2% avec une hypoxie physique (Figure 4). Toutefois, aucune différence significative n’est
observée entre les deux méthodes d’induction. La perméabilité membranaire de notre modele
est également altérée apreés une exposition a 1’hydralazine ou a une hypoxique physique. En
effet, le coefficient de perméabilité au sodium fluorescéine augmente de fagon significative
avec les deux expositions (Figure 5). Ceux deux résultats, pris ensembles, montrent que
I’intégrité de la BHE est altérée. Cette altération est due a une diminution de 1’expression de

ZO-1 (protéine de jonctions serrées). En effet une diminution significative de I’expression de
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Z0-1 de 35% est observée aprés une exposition a I’hydralazine et de 44% aprés une exposition
a I’hypoxie physique (Figure 6A). Toutefois aucune altération n’a été observée pour
I’occludine (autre protéine des jonctions serrées) apres exposition avec les deux méthodes

d’induction d’hypoxie (Figure 6B).

Dans un dernier temps, nous nous sommes intéressés a 1’impact d’un stress hypoxique, sur
les transporteurs d’efflux, puisque ces derniers interviennent dans le role de protection de la
BHE en rejetant les composés potentiellement cytotoxiques dans la circulation sanguine. Nos
résultats montrent que Pgp et MRP-1 (deux transporteurs d’efflux) sont plus exprimés sur la
membrane apicale des cellules endothéliales (Figure 7A). Ensuite, nous avons montré qu’a la
suite d’un stress hypoxique, notre modele augmentait I’activité de ces pompes d’efflux, et cette
augmentation d’activité était associée a une augmentation de 1’expression de ces protéines a la
membrane des cellules (Figures 7B-7C). Nous n’avons montré aucune différence significative

entre les deux méthodes d’induction d’hypoxie.

2. Discussion

Certaines pathologies neurologiques sont associées a une altération de la BHE. En effet, la
BHE est une structure essentielle a I’unité neurovasculaire, puisqu’elle protege le cerveau des
variations ioniques et contréle les échanges entre la circulation sanguine et le tissu cérébral.
L’hypoxie semble étre un facteur de stress majeur pouvant induire I’altération de la barricre.
Toutefois, les mécanismes cellulaires et moléculaires induits par 1’hypoxie sont difficiles a
¢tudier avec une hypoxie physique, en raison d’une réversion rapide du phénomene. Dans ce
cadre 13, nous avons présenté dans cette étude une méthode d’induction de stress hypoxique par
agent chimique : I’hydralazine. Nous avons validé cette molécule comme agent mimétique de
la voie hypoxigque en comparant son action avec une hypoxie physique (2% O2). Puis nous
avons ¢tudié I’impact des deux méthodes d’induction de 1’hypoxie sur I’intégrité de notre

modele in vitro de barriere (modele décrit dans le chapitre précedent).
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2.1. Validation de I’hydralazine comme agent mimétique de la

voie hypoxique

Notre méthode d’induction d’hypoxie par 1’hydralazine a été validée en comparant la
capacité de cette molécule a créer un état hypoxique a une hypoxique physique, ou les cellules
ont été exposees a un melange gazeux a 2% d’O2. Nous avons ainsi démontré qu’une exposition
de 2 heures avec I’hydralazine & 100 uM induisait une surexpression de HIF-1a. Ces résultats
confirment ceux obtenus par une autre équipe sur une lignée cellulaire différente (Knowles et
al., 2004). De plus nous avons montré dans cette étude que cette surexpression avec
I’hydralazine était similaire a celle observée avec une exposition de 2h avec une hypoxie
physique. Ces résultats démontrent donc que I’hydralazine peut étre considérée comme
un agent mimétique de la voie hypoxique. Toutefois, cette méthode d’induction avec
I’hydralazine permet-elle d’étudier I’impact du stress hypoxique sur ’intégrité de la BHE ?
Pour répondre a cette question, nous nous sommes intéressés a étudier 1’impact des deux

méthodes d’induction d’hypoxie sur I’intégrité de notre mode¢le in vitro de BHE.

2.2. Impact de stress hypoxique sur un modele in vitro de BHE

Nos premiers résultats montrent que notre modele in vitro de BHE perd ses propriétés de
barriére aprés un stress hypoxique puisque des ions (diminution de la TEER) et des
molécules (augmentation de la perméabilité au sodium fluorescéine) peuvent traverser notre
modele de barriere. Les protéines de jonctions serrées étant responsables de ces propriétés de
barriere, une étude de leur expression a été réalisée. Nous avons ainsi observé une diminution
de I’expression de la protéine ZO-1. En revanche, ’expression de la protéine occludine n’est
pas altérée par un stress hypoxique. Ces résultats confirment ceux obtenus par Engelhardt et al
(Engelhardt et al., 2014), suggérant que HIF-10 impacte la localisation de ZO-1 mais n’affecte
pas celle de ’occludine. Ces résultats attestent le fait que ZO-1 joue un rdle majeur dans le
développement et le maintien de la BHE (Katsuno et al., 2008). Le résultat de I’expression de
I’occludine est plus surprenant. Toutefois des études in vivo, menées chez la souris (knockdown
pour I’occludine), ont révélé que cette protéine ne serait pas essentielle a la mise en place des
complexes protéiques de jonctions serrées, mais participerait a la régulation de la BHE, et plus

particulérement dans la régulation du calcium a travers la BHE (Saitou et al., 2000; Brown and
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Davis, 2005). Ces résultats pourraient expliquer ceux que nous avons obtenus au cours de notre

étude.

L’étude des transporteurs d’efflux, protéines conférant une protection au cerveau, a révélé
que les cellules mettaient en place un mécanisme de défense afin de lutter contre cette perte
de propriétés de barriére au sein de la BHE. Dans un premier temps, nous avons démontré que
Pgp et MRP-1 étaient plus présents au niveau des membranes apicales des cellules endothéliales
cerébrales, ce qui confirment les données de la littérature (Felix and Barrand, 2002; Nies et al.,
2004; Fang et al., 2013) et attestent de la validité de notre modele in vitro de BHE. Dans un
second temps, nous avons observé que le BCECF (substrat de Pgp et MRP-1) était plus efflué
par les cellules endothéliales aprés exposition a un stress hypoxique, que ce soit avec
I’hydralazine ou par I’hypoxie physique. Ces résultats montrent donc que les cellules
endothéliales augmentent 1’activité de leurs transporteurs d’efflux. Ceci a également été montre
pour des cellules cancéreuses, qui surexpriment HIF-1a (Chen et al., 2014). Enfin, nous avons
démontré que cette augmentation d’activité était associée a une augmentation d’expression de
ces pompes d’efflux aprés exposition a un stress hypoxique. Pris ensemble, ces résultats
montrent que les cellules mettent en place un mécanisme de défense afin de protéger le cerveau
d’une entrée possible de composés cytotoxiques. Toutefois, ceci pourrait entrainer une
résistance a des thérapeutiques, comme ceci a été décrit pour les médicaments anti-épileptiques

ou certaines molécules utilisées en chimiothérapie (Xiao-Dong et al., 2008).

Cette étude présente I’hydralazine comme candidat potentiel adéquat pour étudier
I’impact de I’hypoxie sur la BHE. En effet, cette molécule est capable d’induire une
surexpression de HIF-1a comparable a celle obtenue en hypoxie physique, sans étre
cytotoxique pour nos cellules. Nous avons montré, avec les deux méthodes d’induction,
qu’un stress hypoxique entrainait une perte d’intégrité de notre modéle in vitro de BHE,
illustrée par une augmentation de perméabilité et une diminution de I’expression de ZO-
1. Néanmoins, les cellules essaient de compenser cette perte en augmentant I’expression et
P’activité de leurs transporteurs d’efflux. En conclusion, notre méthode d’induction
d’hypoxie avec I’hydralazine semble étre un moyen adéquat pour comprendre les
premiers mécanismes cellulaires et moléculaires induits par I’hypoxie sur la BHE, puisque

nos résultats avec I’hydralazine sont similaires a ceux obtenus par une hypoxie physique.
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Abstract

Understanding cellular and molecular mechanisms induced by hypoxic stress is crucial to
reduce blood-brain barrier (BBB) disruption in seme neurclogical diseases. Since the brain
is a complex organ, it makes the interpretation of in vivo data difficult, so BBB studies are
often investigated using in vitro models. However, the investigation of hypoxia in cellular
pathways is complex with physical hypoxia because HIF-1a (factor induced by hypoxia) has
a short half-life. We had set up an innovative and original method of induction of hypoxic
stress by hydralazine that was more reproducible, which allowed us to study its impact on
anin vitro BBB model. Our results showed that hydralazine, a mimetic agent of the hypoxia
pathway, had the same effect as physical hypoxia, with few cytotoxicity effects on our cells.
Hypoxic stress led to an increase of BBB permeability which corresponded to an opening of
our BBB model. Study of tight junction proteins revealed that this hypoxic stress decreased
ZO-1 but not occludin expression. In contrast, cells established a defence mechanism by
increasing expression and activity of their efflux transperters (Pgp and MRP-1). This induc-
tion method of hypoxic stress by hydralazine is simple, reproducible, controllable and suit-
able to understand the cellular and molecular mechanisms involved by hypoxia on the BEB.

Introduction

The blood-brain barrier (BBB) is a multicellular neurovascular unit formed of brain microvas-
cular endothelial cells which are surrounded and supported by astrocytes, pericytes and extra-
cellular matrix[1]. Brain microvascular endothelial cells contral the transport of substances
between blood and the brain via efflux pumps (transcellular transport ) and tight junction (T])
complexes (paracellular transport)[2]. This spedalized phenotype allows a suitable protection
for the brain|[3-5]. Moreover, these barrier properties are mostly induced and maintained by
the close opposition between brain microvascular endothelial cells and astrocytes[6,7]. During
the last decades it was described that BBB disruption contributed to the pathophysiology of
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some neurological diseases such as Alzheimer's disease, multiple sclerosis, Parkinson's disease
and stroke. Since the brain is a complex organ, it makes the interpretation of in vivo data diffi-
cult, so BBE studies are often investigated using in vitro models|8,9). Hypoxda is a common fea-
ture that characterizes many of these diseases and represents a major stress factor that leads to
BBEB disruption|[2,10,11]. The cellular response to hypoxia is mainly driven through the activa-
tion of the hypoxia-induced factor 1 (HIF-1) pathway[12,13]. Under normoxic conditions,
oxygen regulates the HIF- 1o subunit which is rapidly degraded by prolyl hydroxylation that
targets its degradation in the proteasome. Hypoxia inhibits the prolyl hydroxylase domain
leading to stabilization of the HIF- 1o subunit in the cytoplasm. Then it is translocated to the
nudeus where it binds to hypoxia responsive elements in promoter regions of target genes
involved in cellular adaptation to hypoxic stress and induces their expression[12]. HIF-1a
seemed to be a key factor to decrease the BBB's permeability[13]. Elucidation of the cellular
and molecular mechanisms induced by hypoxic stress is complex with physical hypoxia
because HIF- Lot has a short half-life. In this regard, a wide variety of prolyl hydroxylase domain
(PHD) inhibitors, which lead to a stabilization of HIF- 1w, have been developed. These inhibi-
tors allow to create hypoxic stress and represent a useful method to investigate the BBR's dis-
ruption by hypoxia. The most used in the literature is cobalt chloride (CoCl,)[12,14,15].
Cervelatti et al, used CoCl, to achieve stabilization of HIF- 1w because it inhibits PHD by block-
ing the catalysis of prolyl hydroxylases[16]. However, CoCl, is a rather highly cytotoxic agent
for some cell types because CoCl; activates caspase-3 which leads to apoptosis[ 16]. Hydralazine
is a vasodilator used to treat severe hypertension, congestive heart failure, myocardial infarc-
tion and preeclampsia[17]. Hydralazine also shows a capacity to induce a transient and physio-
Iogical HIF- 1w overexpression by inhibiting PHD activity| 18]. In the literature, hydralazine
was only used to mimic a hypoxic state in i1 vivo and in vitro cancer models|19]. Hydralazine
could represent a suitable and innovative way to study the cellular mechanism involved in hyp-
oxic stress on the BBB and thereby understand the BBE disruption observed in several neuro-
Ingical diseases.

In the present study, we evaluated and validated the potentiality of hydralazine as a hypoxia
mimetic agent in comparison to physical hypoxia (standard method of hypoxia induction).
Impact of hypoxic stress induced by hydralazine and physical hypoxia on BBE integrity was
determined using a coculture in-contact model composed of the immortalized cell line bEnd.3
[20] and the C6 cell line (rat malignant glioma cells which display astrocytic properties[9]).
This approach allowed interaction between endothelial cells and astrocytic cells. Then impact
of hypoxic stress was assessed by studying endothelial paracellular permeability with transen-
dothelial electrical resistance (TEER) measurements and absolute membrane permeability was
determined with sodium fluorescein (Na-F)[21,22]. Evaluation of transport was also investi-
gated on expression and activity of two efflux transporters (Pgp and MRP-1) and two T] pro-
teins (Z0-1 and ocdudin). Our results showed that hydralazine represented a suitable, original
and reproducible way to create a reproducible hypoxic environment since it had the same effect
as physical hypoxia. This mimetic agent was further used to evaluate the impact of hypoxic
stress on the integrity of our BEB model to understand the cellular mechanism involved by
hypoxia.

Materials and Methods
Chemicals and reagents

Hydralazine, BCECF-AM, probenecid, verapamil and Na-F were purchased from Sigma-
Aldrich (5t Quentin Fallavier, France). MTT (methyl-thiazolyl-tetrazolium) kit and DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle's Medium) were also purchased from Sigma. All reagents for the
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LDH release test were purchased from Promega Corporation (Madison, USA). Antibodies and
reagents for the detection of HIF- 1o were products of R&D systems (Lille, France). All com-
pounds for Ringer-Hepes buffer were purchased from Sigma.

Ocdudin and ZO-1 antibodies were purchased from Life Technologies (Saint Aubin,
France), Pgp and MRP-1 antibodies were purchased from GeneTex (San Antonio, Texas, U.S.
A) and Santa Cruz Biotechnology (Dallas, Texas, U.S.A), respectively.

bEnd.3 cells and C6 cells were obtained from the ATCC (Manassas, VA, USA).

Cell culture inserts for 24-well (0.4 um pore diameter size, transparent PET membrane)
were purchased from Corning distributors (Sigma ). EVOM voltohmmeter system was pur-
chased from World Precision Instruments (Hertfondsire, UK).

In vitro cytotoxicity assay

Cytotoxicity of hydralazine was measured by MTT method to determine the least cytotoxic
concentration. Growing cells were seeded at 10,000 cells/well using a 96-well microplate that
was supplemented with 100 pl DMEM. Cells were allowed to grow for 48 h before they were
exposed to drugs. Then cells were treated with various concentrations of hydralazine. Phos-
phate buffer saline (PBS) 1X was used to dissolve drugs. After the treated cells were incubated
for 24 h, 20 ul MTT was added and the plates were incubated at 37°C for 4 h. To dissolve for-
mazan, 100 pl DMSO was added and the plates were measured at 570 nm with a spectropho-
tometer. The least cytotoxic values were determined by plotting the drug concentrations versus
the survival ratio of treated cells.

Then we also evaluated cell death with the LDH release method to confirm the least cyto-
toxic concentration of hydralazine given by MTT results. For that, cells were seeded in 96-well
plates at 10,000 cells/well, 100 uM of hydralazine was added during 2h (time of stress hypoxic
that was used in this study) and 24 h (time chosen to determine the least cytotoxic concentra-
tion). After exposure period, a lysis solution was used in control wells to generate a maximum
LDH release. Then cells were incubated with cytotox-ONE™ reagent during 10 min. A stop
solution was added before recording fluorescence with an excitation wavelength of 560 nm and
an emission wavelength of 590 nm. The average fluorescence values of the culture medium
background (wells without cells) were substracted from fluorescence values of experimental
wells. Then percent cytotoxicity was given by the following equation:

(experimental -culture medium background)

Yecytotoxicity = 10x
4 4 mum LDH release - culture medium background)

Exposureto physical hypoxia
To induce hypoxia, our in vifro BBB model was placed into a special chamber equipped with a

thermostat housing that allowed us to incubate our cells at 37°C. Then cells were exposed to
either normoxic or hypoxic conditions (2% Os), as was previously described by Fischer et al[9].

Effect of hydralazine treatment or physical hypoxia on hypoxia metabolic

pathway

Effect of hydralazine treatment or physical hypoxia was validated by the study of HIF- 1o
expression (the key regulation of hypoxic response) to determine the effective dose where HIF-
Lot was induced. For that, cells were seeded onto a 96-well plate at a density of 10,000 cells/well.
Then cells were treated with hydralazine (50 and 100uM, the least cytotoxic doses defined by
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cytotoxic test) or exposed to physical hypoxia during 2 h. Finally, cells were fixed to the support
with 4% formaldehyde and the expression of HIF- 1o was determined by whole cell-ELISA. For
that, anti-HIF- 1 o antibodies were added at 4°C overnight (diluted at 1/100), then cells were
incubated with secondary antibodies for 2 h at room temperature (diluted at 1/500). Fluores-
cence was measured with a fluorescence spectrophotometer with 540 nm excitation and 600
nm emission wavelengths.

Furthermore, hydralazine is a vasodilator used for treating severe hypertension. So we veri-
fied the specificity of hydralazine to produce a cellular hypoxic state by comparing it to another
vasodilator, prazosin, as a negative control.

in vitro BBB model set up

The BBB model was composed of bEnd.3 cells (immortalized mouse brain endothelial cells)
and C6 cells, All cells were used before passage number 30 (passages 12-28 for bEnd.3 cells
and 10-30 for C6 cells), which corresponded to the time where these cells may begin to lose
their BBB properties, as dited by the supplier and in a previous study [23].

Once the cells reached subconfluency, they were placed onto cell culture inserts for 24-well
plates. Fig | shows a schematic description of the in vitro BBB model.

For the procedure of contact coculture, the transwell filter was inverted and C6 cells were
seeded onto the abluminal side of the filter at a density of 4x 10" cellsfem®. Then cells were
placed at 37°C for 6 h (time necessary for the cells to adhere to the membrane of the insert).
Afterwards, the insert was flipped badk and Cé cells were cultured for two days in DMEM. At
the end of two days, bEnd.3 cells were seeded onto the luminal side of the transwell filter at a
density of 4x 10° cellsfem?® and cocultured with C6 cells for eight days.

TEER measurements

To characterize the formation of a tight endothelial cell monolayer, TEER was recorded using
an EVOM resistance meter. One electrode was placed on the luminal side and the other elec-
trode on the abluminal side. These two electrodes were separated by the endothelial layer. The
TEER measurements of blank filters (without cells) were subtracted from those of filters with
cells. Then the resulting value was multiplied by the membrane area to obtain the TEER mea-
surements in QL.cm’,

Sodium fluorescein permeability measurements

Endothelial paracellular barrier function was also evaluated by measuring the permeability of
cells to Na-F (MW = 376 Da). First the medium was removed and cells were washed with
Ringer-Hepes prewarmed buffer (5 mM Hepes, 5.2 mM KCl, 2.2 mM CaCl,, 0.2 mM MgCl,, 6
mM NaHCO; and 2.8 mM glucose). Then Ringer -Hepes buffer containing 10pg/ml of Na-F
was loaded onto the luminal side of the insert and incubated at 37°C for 1 h. Samples were
removed from the abluminal chamber at 10, 20, 30, 40, 50 and 60 min and immediately

- Luminal side (compartment A)

H——— Abluminal side (compartment B)

Fig 1. Schema of the in vitro BBB model.

doi:10.137 1/joumal pone 01580106001
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replaced with fresh Ringer-Hepes buffer. The concentration of Na-F was determined using a
fluorescence multiwell plate reader (Ex (A) 485 nm; Em () 530 nm). Transendothelial perme-
ability coefficient (Pe) was calculated as previously described by Deli et al[24]. The increment
in cleared volume was calculated by dividing the amount of compound in the receiver com-
partment by the drug concentration in the donor compartment. The volume cleared was plot-
ted versus time and the slope estimated by linear regression analysis. Then the average cleared
volume was plotted versus time, and permeability x surface area product value for endothelial
monolayer (PSe) was calculated as follows:

1 1 1
PSendothelial  PStotal  PSinsert

Where PS total corresponded to the experimental data and PS insert corresponded to the insert
without endothelial cells (insert with only C6).

PS.ndothelial divided by the surface area (A)in eam? (0.33cm? for a 24-transwell) generated
the endothelial permeability coeffident (Pe in 107% cm.s™) and calaulated as follows:

_ PSe ndothelial
h A

Whole cell ELISA of Pgp, MRP1, ZO-1 and occludin

Cocultured cells were washed with 1% BSA in PBS at pH 7.4 and fixed for 20 min at room tem-
perature with 4% paraformaldehyde in PBS at pH 7.4. Then inserts were washed again and
overlaid with 3% H,0, in methanol for 30 min to block endogenous peroxidase, followed by
20% normal goat serum to block unspecific immunoglobulin binding. Cells were incubated all
night at 4°C with either monoclonal mouse anti-Pgp (2 pg/ml), monoclonal mouse anti- MRP-
1(10 pg/ml), rabbit anti-Z -1 (4 pg/ml) or rabbit anti-occludin (1 pg/ml) antibodies. Then
cells were washed and peroxidase conjugated anti-mouse [gG was added as a secondary anti-
body for 2 h at room temperature (diluted at 1/500). After washing several times, 0.1% of o-
phenylenadiamine and 0.002% H0; in 0.05 M citrate buffer at pH 4.5 was added for 10 min at
room temperature and in the dark. The colour reaction was measured with a spectrophotome-
ter at 490 nm, as described by Cioni et al [3].

Drug transporter functional assays

The functionality of Pgp and MRP-1 was tested by assessing the release of the substrate BCEC-
F-AM (spedific for Pgp and MRP-1) in the absence or presence of specific inhibitors such as
verapamil for Pgp and probenedd for MRP-1. The cocultured cells were washed and cultured
in DMEM. Then cells were preincubated for 15 min in the absence or presence of inhibitors at
37°C (40 pM verapamil and 1 mM probenecid, concentrations were determined previously
[25]). Inhibitors were added in the luminal compartment to study the transport from the lumi-
nal to the abluminal side and conversely. The inserts were incubated with 1| mM of BCECF-AM
for 1 h at 37°C. Finally, 100 pl was sampled from each compartment and fluorescence was mea-
sured with a fluorescence spectrophotometer at 493 nm excitation and 515 nm emission

wavelengths.

Statistical analysis

The values are expressed as the means + s.e.m. Statistical analysis was performed using Student’s
t-test. One-way and two-way analyses of variance (ANOVA) followed by Tukey-Kramer's tests
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were applied to multiple comparisons. Statistical analysis was performed using Statview soft-
ware. The differences between means were considered to be significant when P values were less
than 0.05.

Results
In vitro cytotoxicity assay

The incubation of 24 h allowed us to determine the least cytotoxic concentration that we
should use in our study. bEnd. 3 cells were exposed to various concentrations of hydralazine
(25-300 puM). Cytotoxicity activity was evaluated, in a first time, by the MTT method (Fig 2).
1Csy value of hydralazine was 200 pM. We chose to use 100 pM of hydralazine for our study
because at this concentration we had few cytotoxicity effects and confirmed Knowles's results
[18]. Then we could confirm that 100 pM of hydralazine was least cytotoxic by evaluating cell
death with the LDH release method (S1 Fig).

Effective dose of drugs induced HIF-1 pathway

Hydralazine is a chemical agent which could mimic hypoxia since it inhibited PHD that nega-
tively regulates HIF-1. First we determined the effective dose of hydralazine which induced
HIF- 1ot overexpression. For that, bEnd.3 cells were exposed to 50 and 100 pM of hydralazine
during 2 h and we compared it to the expression of HIF -1 after exposure to 2% 0;. The con-
centration 50 pM of hydralazine did not induce HIF-la (data not shown). After 2 h treatment
of 100 uM hydralazine, the level of HIF- 1 significantly increased to 84.5 + 2.04 pg/ml (versus
15 £ 1.8 pg/ml for normoxia) (p < 0.001); whereas physical hypoxia significantly induced HIF-
let after 2h of exposure with an increase to 72.86 + 2.6 pg/ml (versus 15 + 1.8 pg/ml for nor-
maoxia) (p < 0.001) (Fig 3). Consequently, we used the concentration of 100 pMand 2 h of
exposure in our study.

To determine the specific action of the vasodilator hydralazine as a hypoxia mimetic, we
compared hydralazine with another vasodilator, prazosin (data not shown). The results showed

e ydralazine

50 100 150 200 300
Concentrations (uM)

Fig 2. Cytotoxicity effect of drugs in bEnd.3 cells. Cells were incubated with various concentrations of
hydralazine for 24 h. Cytotoxicity was measured by an MTT assay. The results are presented as mean value
for triplicate.

doi10.1371/joumnal pone 0158010 6002
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Fig 3. HIF-1 expression induced by each exposure. bEnd.3 cells were exposedto 100 pM hydralazine or
physical hypoxia. Results were presented as mean value £s.e.m (n =8) andnomalized. * ** P < 0.001
normoxia vs. hypoxia.

doi10.137 1/joumnal pone 0158010 5003

that the addition of prazosin had no effect on the expression of HIF-lu and, therefore, did not
have an effect on the hypoxia metabolic pathway.

Impact of physical hypoxia and hydralazine on BBB integrity

TEER measurements. At the optimal TEER measurement (day 6 established at the labora-
tory), cells were exposed 2 h to physical hypoxia or hydralazine, Fig 4 shows theimpact of
these exposures on TEER in an in vitro BBB model. A decrease in TEER was observed after 2h
for each exposure, For hydralazine, TEER significantly decreased by 13.3%. TEER values varied

TEER (ohm.cm? )

Nor moxia physical hypoxia hydralazine

Fig 4. Transendothelial electrical resist (TEER) measurement after cells of the BBB model were
exposed to 100 uM hydralazine or physical hypoxia during 2 h. Results were presented as mean
value £s.e.m(n=6). *** P < 0.05 normoxia vs. hypoxia.

doi 10,137 1/joumnal pone 0158010 g004
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normoxia physical hypoxia hydralazne

Fig 5. Absolute membrane permeability measurement during 2 h of hydralazine or physical hypoxia
exposures versus normoxia. Results were presented as mean value £+ s.e.m (n = 4). ** P <0.01 normoxia
vs. hypoxia.

doi:10.1371/journal pone 01580109005

from91.5 % 1.1 to 79.36 + 1.5 Q.cm® (p < 0.001). For physical hypoxia, TEER significantly
decreased by 17.2%. TEER values varied from 91.5 % 1.1 to 75.80 = 6.4 Q.cm?® (p < 0.001).

Membrane permeability. Absolute membrane permeability was determined after 2 h
exposure to hydralazine or physical hypoxia, and results are shown in Fig 5. Coefficient perme-
ability of Na-F in the BBB model significantly increased from 1.21 + 0.08x10° to 4.67 +
0.53x10® cm.s ™, for physical hypoxia (p < 0.01). Cells of the BBB model treated with hydral-
azine showed a significant increase in Na-F permeability (p < 0.01). The permeability coeffi-
cient of Na-F varied from 1.21 £ 0.08x10"® to 3.64 + 0.23x10"® am.s™". There was no significant
difference between the two exposures.

Paracellular transport mediated tight junction proteins occludin and ZO-1. Determi-
nation of occdudin and ZO-1 expressions in our in vitro BBB model were established after
hydralazine or physical hypoxia exposures (2h) (Fig 6). Expression of ZO-1 significantly
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Fig 6. Concentrations of ZO-1 (A) and occludin (B) after cells of the BBB model were exposed to 100 uM hydralazine, or physical hypoxia,
during 2h. Results are presented as mean value + s.e.m (n= 3) and comected by number of viable cells. * P < 0.05 normoxia vs. hypoxia.

doi:10.1371fournal pone.0158010.9006
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decreased after hydralazine or physical hypoxia exposures (p = 0.028 and p = 0.024, respec-
tively). Expression of Z0-1 decreased by 35% with hydralazine and by 44% with physical hyp-
oxda. There was no significant difference between hydralazine or physical hypoxia. There was
also no significant difference for occludin expression with these two exposures. The concentra-
tion of occludin varied from 168 £ 0.02 to 1.51 +0.29 pg/ml with hydralazine and from

168 £0.02 to 1.49 = 0.2 pg/ml with physical hypoxia.

Transendothelial transport mediated efflux transporters. Transendothelial transport
was evaluated by studying the transport of a substrate of Pgp and MRP-1, i.e., BCECF-AM,
with a method developed in our laboratory[26]. BCECF-AM is cleaved by intracellular esterase
into a fluorescent component BCECFE. We studied the release of BCECF in the upper compart-
ment A (transport A to B) and in the lower compartment B (transport B to A). Fig 74 shows a
significant decrease of extracellular BCECF release during the transport from B to A
(p = 0.039). Pumps were more active on apical membranes of bEnd.3 cells (transport from A to
B) than on C6's membranes, since BCECF was more efflux. We also noticed that this release
was due to Pgp and MRP-1, since a significant decrease of extracellular BCECF was observed
when cells were respectively incubated with verapamil (p = 0.022) or probenedd (p = 0.035),
two inhibitors of these pumps. Then transendothelial transport after hypoxic stress was evalu-
ated. We investigated if the transport of BCECF from A to B was changed after hydralazine or
physical hypoxia exposure (2h) (Fig 7B). We noticed that efflux transporters prevented the
entry of BCECF in cells, since an important transendothelial transport was observed after each
exposure. A significant increase of extracellular BCECF was also observed after hydralazine
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Fig 7. (A) Transport of BCECF by Pgp and MRP-1 from compartment A to B or B to A. (B) Release of BCECF during transport frem A to B after
hydralazine or physical hypoxia exposure. (C) Concentrations of MRP-1 and Pgp after cells of the BBBE mode! were exposedto 100 uM hydralazine, or
2% 0, during 2 h. Results are presented as mean value + s.e.m (n=3). * P < 0.05 BCECF vs. inhibitors and* P < 0.05 normoxia vs. treatmant.

doi: 10.137 1 foumnal pone. 01 58010,g007

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal pone 0158010 Junae 23, 2016 9/14




. @
-@ " PLos | ONE Induction Method of Hypoxic Stress on anln Vitro Contact Co-Culture Blood-Brain Barrier Model

exposure: 4.64 + 029 pg/ml versus 8.84 + 0.47 pg/ml (p = 0.039) together with physical hyp-
oxda; where extracellular BCECF varied from 4.64 + 0.29 pg/ml to 8.91 = 0.8 pg/ml (p = 0.034).
In parallel, we observed no significant difference between the two exposures. The relative
importance between Pgp and MRP-1 was evaluated with two specific inhibitors of Pgp and
MRP-1, i.e., verapamil and probenecid, respectively. We observed no significant difference
between the two transporters.

In a second time, we studied the expression of Pgp and MRP-1 proteins in our in vifro BBB
maodel after hydralazine or physical hypoxia exposure (2h) in order to understand the increase
in the pump's observed activity (Fig 7C). MRP-1 expression increased after incubation each
exposure. For physical hypoxia MRP-1 increased by 27% and by 18% for hydralazine. No sig-
nificant difference between control and hypoxia exposures was observed. Pgp expression sig-
nificantly increased by 41% (p = 0.015) and 55% (p = 0.016) for physical hypoxia and
hydralazine, respectively. There was no significant difference between the two hypoxia expo-
sures (p = 0.065).

This study on transendothelial transport mediated efflux transporters showed that the func-
tionality of Pgp and MRP-1 was more active on the apical membrane and this functionality
was increased after hypoxic stress. This increase was explained by an overexpression of Pgp
and MRP-1 proteins.

Discussion

Some neurological diseases are associated with BBB disruption. The BBB is an essential struc-
ture of the neurovascular unit because it protects the brain from ionic variations and regulates
the exchange of molecules between blood drculation and brain tissue. These functions are
mainly ensured by T] proteins and efflux transporters[,27]. These T] proteins create a physical
dam to paracellular diffusion; whereas efflux transporters act as a barrier system since they
actively pump com pounds out of cerebral microvascular endothelial cells, which reduce the
exposure of the central nervous system to drugs. Hypoxia seems to be a characteristic of these
neurological diseases and also a major stress factor that can induce BBB disruption. The cellu-
lar response to hypoxia is driven by the HIF-1 pathway [12]. However, elucidation of cellular
or molecular mechanisms induced by hypoxic stress, is difficult with physical hypoxia since
HIF- 1o has a short half-life. In this regard, we present in this study an original method of hyp-
oxic stress induction via a mimetic agent of the hypoxia pathway. We dedded to validate our
induction method by comparing the capacity of a new potential mimetic agent, hydralazine, to
physical hypoxia (2% O.) in order to create a hypoxic state. This original induction method
was set up to understand cellular mechanisms involved by hypoxic stress on an in vitro BBB
maodel. Our in vitro BBB model was composed of the immortalized cell line bEnd.3 and the
immortalized C6 cell line. The objective of our study was to establish a model and methodology
of hypoxic induction, which requires a large number of cells and a strong reproducibility rate.
These points are not always provided by the primary culture, even if primary cultures are more
physiological than immortalized cell lines to set up a BBB model. This is why immortalized cell
lines are good alternative methods.

In a first step, we demonstrated that these two exposures (hydralazine or physical hyp-
oxda) were able to induce a hypoxic state on our cells since we observed an increase of HIF-
Lo protein expression. We found that hydralazine induced an overexpression of HIF- Lo after
2 hat 100 uM (Fig 3). This has been also confirmed by other researchers using this agent [ 18]
or by physical hypoxia (Fig 3). We decided to use this concentration to investigate the conse-
quences of hypoxic stress on our in vitro BBE model. Our results showed that hypoxic stress
induced by hydralazine or physical hypoxia significantly decreased TEER value (Fig 4) and
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significantly increased membrane permeability to fluorescein sodium (Fig 5). Taken together,
these results demonstrated that BEB lost its physical barrier properties after hypoxic stress
since ionic compounds (measured by TEER value) and molecules (measured by fluorescein
sodium) could cross cell membranes. To understand this loss, we investigated the expression
of T] proteins since they are in charge of these physical barrier properties. Hypoxic stress sig-
nificantly decreased ZO-1 but not occludin expression (Fig 6). This result confirmed those
obtained by Engelhard et al with a CoCl; approach (another mimetic agent of the hypoxia
pathway)[12]. This suggested that HIF- 1w signalling impacts Z0O-1 localization but has no
effect on occludin localization. This must be explained by the fact that ZO-1 acts an impor-
tant role in the development and barrier maintenance of the BBB[28]. Moreover, animal
experiments (knockdown for occludin) showed that ocdudin was not essential for the estab-
lishment of T] complexes despite the fact a loss of this protein was involved in many diseases.
Occludin would participate in the regulation of the BBB and more particularly in the regula-
tion of calcium flux through the BBB[29]. Then we investigated the impact of hypoxic stress
on efflux transporters as they confer a protection for the brain by rejecting potential danger-
ous compounds. We showed that Pgp and MRP-1 were more present on apical membranes
of brain endothelial cells (Fig 7A), which confirmed literature data[30-32]. We further inves-
tigated the impact of hypoxic stress on this apical transport (Fig 7E). Indeed, we showed that
endothelial cells of our in vifro BBB model released more BCECF, with hydralazine or physi-
cal hypoxia, than cells exposed to normoxia. This increase demonstrated that Pgp and MRP-
1 were significantly active since they rejected more BCECF during hypoxic stress; but we
noticed no significant difference between the two pumps. This result was shown in tumours
cells which are rather hypoxic cells. In these cells, HIF- 1o was overexpressed and was associ-
ated with an increase of Pgp and MRP-1 activity, which explained a chemoresistance for
these cells[33]. Finally, we showed that this increase in activity was linked to an overexpres-
sion of Pgp and MRP-1 protein after hypoxic stress (Fig 7C). Taken together, these results
demonstrated that cells established a defence mechanism to protect the brain against hypoxic
stress; but it would create a resistance to therapy, as it has been described for anti-epileptic
drugs and chemotherapy[34]. This would be taken into consideration during the develop-
ment of therapeutics.

This study was undertaken to validate hydralazine as a suitable hypoxia inductor in order
to investigate and understand cellular and molecular impacts of hypoxic stress on the BBE.
Our results presented hydralazine as a suitable candidate to create a hypoxic state in our in
vitro BBE model, since it was able to induce HIF- 1o as physical hypoxia and with few cyto-
toxicity effects. This result is in line with those described in the literature [18]. Hypoxic stress
induced by hydralazine led to an increase of permeability due to a loss of ZO-1 at T sites. In
contrast, this hypoxic stress induced a defence cellular mechanism with an overexpression of
Pgp and MRP-1 which associated with an increase of the pump’s activity. Finally, we showed
similar results to those obtained by physical hypoxia (2% of O, during 2 h). However, hypoxic
alternative methods with mimetic agents could limit studies. Indeed, Shweta et al, showed
that cobalt chloride, another mimetic agent, induced an inflaimmatory response by producing
proinflimmatory molecules like TNF -, IL-6 or NO[35]. Moreover, Zhigalova et al, explained
that cobalt chloride could activate other molecular pathways|[36]. These activations of molec-
ular pathways have not been shown with hydralazine in the literature because of the few stud-
ies on this molecule[ 18], but it could be a possibility. Nevertheless, hydralazine seems to be a
good way to understand the first cellular and molecular steps caused by hypoxia on BBE,
since our results with hydralazine showed similar results to those obtained with physical
hypoxia.
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Conclusion

Induction of hypoxic stress using hydralazine is an innovative and acceptable method to
understand the early stages of the consequences of hypoxic stress on the BBB. This induction
method has many advantages because hypoxic stress is controlled, reproducible and reversible.
It is also less expensive. We are confident that this innovative induction method will allow the
understanding of cellular and molecular mechanisms activated at the BBB during pathological
states and will bring us some necessary answers for the development of therapeutics.

Supporting Information

$1 Fig. Cytotoxicity effect of drugs in bEnd.3 cells. Cells were incubated with 100 pM of
hydralazine during 2 h and 24 h. Cytotoxicity was measured by the LDH release method. The
results are presented as mean value for triplicate.
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Chapitre 3 : Comparaison de deux agents
mimetiques de la voie hypoxique afin de
deéterminer I’agent le plus adéquat pour des ¢tudes

In vitro de la BHE

Dans I’étude précédente, nous avons validé 1’hydralazine, vasodilatateur ayant comme
spécificité d’inhibiter la PHD, comme agent mimétique de la voie hypoxique (Chatard et al.,
2016). De plus, cette molécule semble étre un moyen adéquat pour étudier I’impact de stress
hypoxique sur la BHE. Toutefois, il existe d’autres inhibiteurs de la PHD décrits dans la
littérature qui stabilisent HIF-1a. L’inhibiteur, le plus utilisé et décrit dans la littérature, est le
chlorure de cobalt (CoCl>) (Yang et al., 2004; Wang et al., 2012; Engelhardt et al., 2014). En
effet, le chlorure de cobalt a été utilisé pour induire une hypoxie sur des cellules épithéliales
rétiniennes. 1ls ont ainsi démontré que cette hypoxie, induit par CoCly, entrainait des dommages
sur ces cellules par I’intermédiaire de stress oxydatifs (Cervellati et al., 2014). Néanmoins, le
chlorure de cobalt s’est révélé plutot cytotoxique pour les cellules épithéliales rétiniennes. Par
conséquent, il est difficile de savoir si les effets observés sont dus a 1’hypoxie induit par cet
agent ou s’ils sont dus a sa cytotoxicité. Toutefois, peu d’études utilisent le chlorure de cobalt

comme agent mimétique sur la BHE (Engelhardt et al., 2014).

Dans cette étude, nous avons voulu déterminer 1’agent mimétique de la voie hypoxique,
le plus adéquat pour une étude sur la BHE en termes de non cytotoxicité, de reproductibilité et
qui est contr6lable. Pour cela, nous avons comparé deux agents mimétiques : I’hydralazine, qui
a montré un potentiel encourageant, et le chlorure de cobalt qui est ’agent mimétique de

référence.

Les objectifs de cette étude ont été :

- d’¢évaluer la cytotoxicit¢ de nos deux agents mimétiques par deux tests
complémentaires.
- d’étudier I’'impact du stress hypoxique induit par ces deux molécules sur I’intégrité de

notre modéle in vitro de BHE
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1. Résultats

Dans cette étude nous avons induit des stress hypoxiques de 24 heures afin d’étudier
I’impact d’une hypoxie prolongée (modélisation d’une hypoperfusion cérébrale prolongée) sur
la BHE, qui reste moins décrite dans la littérature. Le premier objectif a été d’évaluer la
cytotoxicité possible des deux agents sur nos cellules, aprés une exposition de 24 heures. Cette
évaluation a été effectuée avec deux tests : un test de viabilité cellulaire (MTT) et un test de
mortalité cellulaire (LDH). Les résultats ont révélé que 1’hydralazine avait une faible mortalité
cellulaire (17,77 %) tandis que le chlorure de cobalt produit une forte cytotoxicité sur nos
cellules (68,96 % de mortalité cellulaire) (Figure 2). L’hydralazine présente donc un
avantage sur ’agent mimétique de référence, puisqu’elle est beaucoup moins cytotoxique
pour notre modele in vitro de BHE. Dans un deuxiéme temps, nous avons déterminé la
concentration efficace de chaque agent qui induit une surexpression de HIF-1a et donc un état
hypoxique. Nous avons ainsi montré que la concentration 50 UM (une des concentrations les
moins cytotoxiques pour les 2 molécules) n’induisait pas de surexpression de HIF-1a, quel que
soit I’agent mimétique. Toutefois, une augmentation d’expression de HIF-1a de 212% et de
de 224% apres une exposition avec 100 uM d’hydralazine et de CoCl: respectivement (Figure
3). Nous avons donc utilisé cette concentration pour la suite de notre étude.

Le deuxiéme objectif fut d’étudier I’impact de ce stress hypoxique prolongé, induit par ces
deux molécules, sur I’intégrité de notre mode¢le cellulaire de BHE. Aprés une exposition de 24
heures, avec les agents mimétiques, une diminution importante de la TEER est observée. En
effet, celle-ci diminue de 68,2 % avec 1’hydralazine et de 58,5% avec le CoClz (Figure 4). La
perméabilité de notre modele est également altérée apres une exposition de 24 heures a une
hypoxie. En effet, le coefficient de perméabilité au sodium fluorescéine augmente de fagon
significative aprés le stress hypoxique. Cette augmentation semble plus importante avec le
CoClz qu’avec I’hydralazine (Figure 5). Ces deux résultats montrent que notre barriére est
altéree. L’étude de I’expression des protéines de jonctions serrées a confirmé ces résultats,
puisque I’expression de ZO-1 diminue de 19 % avec I’hydralazine et de 30 % avec le CoCl».
Cependant ’expression de 1’occludine n’est pas altérée par un stress hypoxique prolongé

(Figure 6).
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Enfin, nous avons étudi¢ 1I’'impact d’une exposition de 24h, avec 1’hydralazine et le CoCly,
sur I’expression et D’activité des transporteurs d’efflux. Nous avons montré que ces
transporteurs empéchent I’entrée du BCECF dans les cellules, puisqu’un important transport
transendothélial est observé apres un stress hypoxique prolongé, que ce soit avec
I’hydralazine ou le CoCl, (Figure 7A). En effet, BCECF est efflué de fagon plus importante
dans des conditions d’hypoxie qu’en condition physiologique (normoxique). Aucune différence
significative n’est observée entre I’induction produite par I’hydralazine ou par le CoCls,. Cette
augmentation d’activité de Pgp et MRP-1 peut étre expliquée par une surexpression de ces
protéines a la membrane apicale des cellules, qui est observée aprés une exposition a une
hypoxie prolongée (Figure 7B). Toutefois, aucune différence significative n’est observée entre

les deux agents mimétiques.

2. Discussion

Dans notre précédente étude, nous avons démontré que I’hydralazine semblait étre un bon
candidat d’agent mimétique de la voie hypoxique pour la BHE (Chatard et al., 2016). Toutefois,
I’inhibiteur de PHD le plus utilisé dans la littérature est le chlorure de cobalt (Wang et al., 2000,
2012). L’objectif de cette étude était de déterminer I’agent mimétique de la voie hypoxique le
plus adéquat pour étudier I’'impact de stress hypoxiques sur la BHE. Nous avons induit un stress
hypoxique prolongé. Dans un premier temps, nous avons déterminé la concentration pour
laguelle ces deux agents induisaient un état hypoxique sur nos cellules. Puis nous avons étudié

leur impact sur I’intégrité de notre modele cellulaire de BHE.

2.1. Un stress hypoxique prolongé induit une perte d’intégrité
du modele et une augmentation de I’activité des transporteurs
d’efflux

Dans un premier temps, nous avons démontré que I’hydralazine et le chlorure de cobalt
induisaient une surexpression de HIF-1a aprés 24 heures d’exposition a 100 uM de I’une ou
I’autre des molécules. Ce résultat est cohérent avec les concentrations utilisées pour d’autres

études de la littérature (Knowles et al., 2004; Wang et al., 2012; Cervellati et al., 2014). Nous
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avons utilisé cette concentration pour étudier les conséquences d’un stress hypoxique de 24

heures sur notre modeéle in vitro de BHE.

L’évaluation de la perméabilité (TEER et perméabilité au sodium fluorescéine) montre que
notre modeéle laisse passer des ions et des molécules, par consequent celui-ci n’est plus
imperméable. Cette perte d’intégrité s’explique par une diminution significative de
I’expression de ZO-1, qui est une protéine des jonctions serrées essentielle a la mise en place et
au maintien des propriétés de barriére de la BHE. Ce résultat est en adéquation avec ceux
observés lors de I’étude précédente (Chatard et al., 2016) et ou lors de I’étude d’Engelhardt et
al (Engelhardt et al., 2014). Les résultats observés sont identiques avec une induction avec

I’hydralazine et avec une induction par le chlorure de cobalt.

L’étude des transporteurs d’efflux démontre qu’une exposition prolongée a 1’hypoxie
conduit a une augmentation de I’activité de Pgp et MRP-1 au niveau des membranes apicales
des cellules endothéliales de notre modele. Cette augmentation est expliquée par une
surexpression de ces protéines lors du stress hypoxique induit par les deux molécules. Ces
résultats confirment ceux obtenus précédemment et montrent que 1’hydralazine et le chlorure
de cobalt sont des méthodes alternatives appropriées pour étudier I’impact de ’hypoxie sur la
BHE. Toutefois I’étude de cytotoxicité nous a permis de mettre en avant I’hydralazine comme

agent mimétique le plus adéquat pour évaluer la voie hypoxique sur la BHE.

2.2. L’hydralazine est I’lagent mimétique le plus adéquat pour

les études sur la BHE.

Nos résultats présentent I’hydralazine comme candidat adéquat pour créer un
environnement cellulaire hypoxique sur la BHE, puisqu’il est capable d’induire une
surexpression de HIF-1a avec peu d’effet cytotoxique sur nos cellules. Ces résultats sont en
adéquation avec ceux decrits dans la littérature (Knowles et al., 2004; Chatard et al., 2016). Le
chlorure de cobalt est un agent mimeétique déja utilisé dans plusieurs études. Neanmoins
I’évaluation de la cytotoxicité a révélée que cette molécule était trés cytotoxique pour nos

cellules endothéliales (100 uM étant I’'TC50, c’est-a-dire la concentration pour laquelle 50 % de
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mortalité cellulaire est observée). L’étude de Cervellati et al. démontre que la cytotoxité induite
par le chlorure de cobalt proviendrait d’une activation de la caspase-3 entrainant une aptotose
et donc la mort de nos cellules (Cervellati et al., 2014). Par conséquent, cette cytotoxicité est
un probléme dans nos études sur I’impact de I’hypoxie, puisque nous ne pouvons pas déterminer
si les effets observés sont dus a I’hypoxie ou a la cytotoxicité propre de la molécule inductrice.
Ces résultats montrent donc que le chlorure de cobalt n’est pas le meilleur candidat pour

étudier ’impact cellulaire de I’hypoxie sur la BHE.

Cette étude présente I’hydralazine comme I’agent mimétique le plus adéquat pour
étudier ’impact cellulaire et moléculaire de ’hypoxie sur la BHE. En effet, nous avons
montré des résultats similaires pour I’hydralazine et le chlorure de cobalt sur la BHE.
Toutefois, ’hydralazine s’avere peu cytotoxique pour nos cellules et donc permet une
meilleure étude des conséquences de I’hypoxie. De plus, cette méthode d’induction
d’hypoxie par I’hydralazine est contrélable, facile 2 mettre en place, reproductible,

réversible et peu colteuse.

Cette étude a fait l’objet d’un article qui a été soumis dans la revue Cellular Physiology

and Biochemistry et qui est en révision.
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Abstract: Background/Aims - Understanding cellular mechanisms induced by hypoxia is
fundamental to reduce blood-brain barrier disruption. Nevertheless, the investigation of
hypoxia on cellular pathways is complex with physical hypoxia because HIF-1o has a short
lifetime and rapidly reverts back to a normoxic state. To overcome this difficulty, mimetic
agents of the hypoxia pathway have been developed, including the gold standard CoCls. In
this study, we proposed to compare CoCl: and hydralazine in order to determine the suitable
mimetic agent of hypoxia for the study on the BBB.

Methods — We studied the cytotoxicity and the impact of these molecules on the integrity of
an in vitro BBB model

Resitlts - We showed that the impact of hypoxic stress in our it vitro BBB model is rather
similar between hydralazine and CoCl:.. Hypoxic stress led to an increase of BBB
permeability either with CoCl> or hydralazine. Tight junction protein expressions showed that
this hypoxic stress decreased ZO-1 but not occludin but cells had set up a defence mechanism
by increasing expression and activity of their efflux transporters.

Conclusion- Our results demonstrated that hydralazine is a better mimetic agent and more
suitable than CoCl: because it had the same effect but without the cytotoxic effect on in vitro

BBB cells.

Keywords: Blood-brain barrier, CoCls, hydralazine, hypoxia, in vitro model.

158



Introduction

The blood-brain barrier (BBB) is a physical and metabolic barrier which separates the central
nervous system (CNS) from the blood circulation. It is a multicellular neurovascular unit
composed of brain microvascular endothelial cells, astrocytes, pericytes, microglia and
extracellular matrix[1,2]. Brain endothelial cells control the transport of substances between
brain and blood through transporters and tight junction (TJ) proteins [3]. TJ proteins regulate
the transport of ions via the development of high transendothelial electrical resistance (TEER)
as well as the transport of molecules[4,5], which create a physical blockade to paracellular
diffusion[6]. This specialized phenotype is fundamental for protection of the brain. Moreover,
this protection is also ensured by efflux ABC family transporter proteins which are ATP
dependant and expressed by endothelial cells, like P-glycoprotein (Pgp) and multidrug

resistance proteins (MRPs). These active efflux proteins act as a barrier system which reduce

the exposure of the CNS to drugs, by pumping compounds out of endothelial cells in blood[4].

These barrier properties are mostly induced and maintained by the close opposition between
brain endothelial cells and astrocytes[7.8]. Since the structural and functional integrity of
transporters and TJ proteins are necessary for an intact BBB, alteration of these components is
a key event in the BBB's impainment. Hypoxia is a major stress factor which induces a BBB's
disruption. Indeed, the brain is a major consumer of oxygen and is therefore sensitive to
changes in oxygen levels[9,10]. The cellular response to hypoxia is mainly driven through
activation of the HIF-1 pathway[11]. Under normoxia conditions, oxygen regulates the HIF-
1w subunit, which is rapidly degraded by prolyl hydroxylation that targets its degradation in
the proteasome. Hypoxia inhibits the prolyl hydroxylase domain leading to stabilization of the
HIF-1la subunit in the cytoplasm. Then it is translocated to the nucleus where it binds to

hypoxia responsive elements in promoter regions of target genes involved in cellular
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adaptation to hypoxic stress and induces their expression[12]. Elucidation of the cellular and
molecular mechanisms, induced by hypoxic stress, is complex with physical hypoxia because
HIF-1a has a short half-life (almost five minutes) and is rapidly reverted. In this regard, a
wide variety of prolyl hydroxylase domain (PHD) inhibitors, which lead to a stabilization of
HIF-1g, have been developed. These inhibitors allow to create hypoxic stress and represent a
useful method to investigate the BBB’s disruption by hypoxia. The PHD inhibitor usually
used in studies is CoCls[12-14]. Cervelatti et al used CoCls to achieve stabilization of HIF-1a
because it inhibits PHD by blocking the catalysis of prolyl hydroxylases[15]. Unfortunately,
CoCl: is a rather highly cytotoxic agent and prevents its use in /n vitro studies to mimic
prolonged cerebral hypoperfusion, like in ischemic stroke. Indeed it is difficult to know
whether the observed effect is due to hypoxic stress induced by CoCl: or its cytotoxicity.
Other inhibitors of PHD exist like hydralazine. Hydralazine is a vasodilator used to treat
severe hypertension, congestive heart failure, myocardial infarction and pre-eclampsia[16].
Hydralazine also shows a capacity to induce a transient and physiological HIF-la
overexpression by inhibiting PHD activity[17]. In the literature, hydralazine was only used to
mimic a hypoxic state in in vive and in vitro cancer models[ 18]. Hydralazine is already used
in in vivo models, it is therefore interesting to test hydralazine as a mimetic agent of hypoxia
because others mimetic agents, like CoCls, are rather toxic to be used on in vive models. In a
recent work, we validated hydralazine as a mimetic agent of hypoxia on an in vitro BBB
model in comparison with physical hypoxia[19].

In the present study, we wanted to determine a suitable mimetic agent of hypoxia which is not
cytotoxic, reproducible and controllable. For that, we compared hydralazine and CoCl; to
study the impact of hypoxia on an i vitro transwell BBB model. We used a co-culture in
contact model composed of the immontalized cell line bEnd.3 and the C6 cell line. This

approach allowed interaction between endothelial cells and astrocytic cells. Then impact of
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hypoxic stress, induced by hydralazine or CoCly, was assessed by studying endothelial
paracellular permeability with TEER measurements and absolute membrane permeability was
determined with sodium fluorescein (Na-F)[20,21]. Evaluation of transport was also
investigated on expression and activity of two efflux transporters (Pgp and MRP-1) and on
expression of two TJ proteins (ZO-1 and occludin). Our results showed that hydralazine
represented a suitable and reproducible way to create an in vitro hypoxic environment without

cytotoxicity.

Materials and Methods

Chemicals and reagents

Hydralazine, CoCl;, BCECF-AM, probenecid, verapamil and Na-F were purchased from
Sigma-Aldrich (St. Quentin Fallavier, France). MTT (methyl-thiazolyl-tetrazolium) kit and
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) were also purchased from Sigma. LDH
release test was purchased from Promega Corporation (Madison, USA). Antibodies and
reagents for the detection of HIF-la were products of R&D systems (Lille, France). All
compounds for Ringer-Hepes buffer were purchased from Sigma.

Occludin and ZO-1 antibodies were purchased from Life Technologies (Saint Aubin, France),
Pgp and MRP-1 antibodies were purchased from GeneTex (San Antonio, Texas, U.S.A) and
Santa Cruz Biotechnology (Dallas, Texas, U.S.A), respectively.

bEnd.3 cells and C6 cells were obtained from the ATCC (Manassas, VA, U.S.A).

Cell culture inserts for 24-well (0.4 um pore diameter size, transparent PET membrane) were
purchased from Corning distributors (Sigma). EVOM voltohmmeter system was purchased

from World Precision Instruments (Hertfordshire, UK).
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In vitro cytotoxicity assay

Cytotoxicity of hydralazine or CoCl> was measured by MTT method. Growing cells were
seeded at 10,000 cells/well using a 96-well microplate that was supplemented with DMEM.
Cells were allowed to grow for 48 h before they were exposed to dmugs. Then cells were
treated with various concentrations of hydralazine or CoCls. Phosphate buffer saline (PBS)
1X was used to dissolve drugs. After the treated cells were incubated for 24 h, MTT solution
was added and the plates were incubated at 37°C for 4 h. To dissolve formazan, 100 pl
DMSO was added and the plates were measured at 570 nm with a spectrophotometer. The
less cytotoxic values were determined by plotting the drug concentrations versus the survival

ratio of treated cells.

Then we also evaluated cell death with the LDH release method to confirm the least cytotoxic
concentrations given by MTT results. For that, cells were seeded in 96-well plates at 10,000
cells/well. 100 pM of hydralazine or CoCl, was added during 24 h. After the exposure period,
a lysis solution was used in control wells to generate a maximum LDH release. Then cells
were incubated with cytotox-ONE™ peagent during 10 min. A stop solution was added before
recording fluorescence with an excitation wavelength of 560 nm and an emission wavelength
of 590 nm. The average fluorescence values of the culture medium background (wells without
cells) were subtracted from fluorescence values of experimental wells. Then percent

cytotoxicity was given by the following equation:

experimental — culture medium backgrou
% cytotoxicity = 100 X (exp ground)

(maximum LDH release — culture medium background)

Effect of hvdralazine or CoCl: treatment on hypoxia metabolic pathway
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Effect of hydralazine or CoCl: treatment was validated by the study of HIF-1a expression (the
key regulation of hypoxic response) to determine the effective dose where HIF-la was
induced. For that, cells were seeded onto a 96-well plate at a density of 10,000 cells/well.
Then cells were treated with either hydralazine or CoCl: (50 and 100 pM:; the less cytotoxic
doses defined by cytotoxic test) during 24 h. Finally, cells were fixed to the support with 4%
formaldehyde and the expression of HIF-1o was determined by whole cell-ELISA. For that,
anti-HIF lo antibodies were added at 4°C ovemight (diluted at 1/100), then cells were
incubated with secondary antibodies for 2 h at room temperature (diluted at 1/500).
Fluorescence was measured with a fluorescence spectrophotometer with 540 nm excitation

and 600 nm emission wavelengths.

Invitro BBB model set up

The BBB model was composed of bEnd.3 cells (immortalized mouse brain endothelial cells)
and C6 cells. All cells were used before passage number 30 (passages 12-28 for bEnd.3 cells
and 10-30 for C6 cells), which corresponded to the time where these cells may begin to lose
their BBB properties, as cited by the supplier and in a previous study[22].

Once the cells reached subconfluency, they were placed onto cell culture inserts for 24-well

plates. Figure 1 shows a schematic description of the in vitro BBB model.
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Figure 1: Schema of the in vitre blood-brain barrier model

For the procedure of contact co-culture, the transwell filter was inverted and C6 cells were
seeded onto the abluminal side of the filter at a density of 4x10¢ cells/cm?. Then cells were
placed at 37°C for 6 h (time necessary for the cells to adhere to the membrane of the insert).
Afterward, the insert was flipped back and C6 cells were cultured for two days in DMEM. At
the end of two days, bEnd.3 cells were seeded onto the luminal side of the transwell filter at a

density of 4x1(° cells/em? and co-cultured with C6 cells for eight days.

TEER measurements

To characterize the formation of a tight endothelial cell monolayer, TEER was recorded using
an EVOM resistance meter. One electrode was placed on the luminal side and the other
electrode on the abluminal side. These two electrodes were separated by the endothelial layer.
The TEER measurements of blank filters (without cells) were subtracted from those of filters
with cells. Then the resulting value was multiplied by the membrane arca to obtain the TEER

measurements in £.cm?.

Na-F permeability measurements
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Endothelial paracellular barrier function was also evaluated by measuring the permeability of
cells to Na-F (MW = 376 Da). First the medium was removed and cells were washed with
Ringer-Hepes prewarmed buffer (5 mM Hepes, 5.2 mM KCL, 2.2 mM CaClz, 0.2 mM MgCl,
6 mM NaHCOs and 2.8 mM glucose). Then Ringer-Hepes buffer containing 10 pg/ml of Na-
F was loaded onto the luminal side of the insert and incubated at 37°C for 1 h. Samples were
removed from the abluminal chamber at 10, 20, 30, 40, 50 and 60 min and immediately
replaced with fresh Ringer-Hepes buffer. The concentration of Na-F was determined using a
fluorescence multiwell plate reader (Ex (&) 485 nm; Em (&) 530 nm). Transendothelial
permeability coefficient (Pe) was calculated as previously described by Deli et al[23]. The
increment in cleared volume was calculated by dividing the amount of compound in the
receiver compartment by the drug concentration in the donor compartment. The volume
cleared was plotted versus time and the slope estimated by linear regression analysis. Then the
average cleared volume was plotted versus time, and permeability x surface area product

value for endothelial monolayer (PSe) was calculated as follows:

1 1 1
PSendothelial PStotal PSinsert

PScndothetial divided by the surface area (A) in cm?® (0.33cm?® for transwell-24) generated the
endothelial permeability coefficient (Pe in 10 ecm.s™") and calculated as follows:

_ PSandorhatial
=—741

Whale cell ELISA of Pgp, MRP I, Z0-1 and occludin

Co-cultured cells were washed with 1% BSA in PBS at pH 7.4 and fixed for 20 min at room

temperature with 4% paraformaldehyde in PBS at pH 7.4. Then inserts were washed again
9
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and overlaid with 3% H.0: in methanol for 30 min to block endogenous peroxidase, followed
by 20% normal goat serum to block unspecific immunoglobulin binding. Cells were incubated
all night at 4°C with either monoclonal mouse anti-Pgp (2 pg/ml), monoclonal mouse anti-
MRP-1 (10 pg/ml), rabbit anti-ZO-1 (4 pg/ml) or rabbit anti-occludin (1 pg/ml) antibodies.
Then cells were washed and secondary antibodies were added for 2 h at room temperature
(diluted at 1/500). After washing several times, 0.1% of o-phenylenadiamine and 0.002%
H,0; in 0.05 M citrate buffer at pH 4.5 was added for 10 min at room temperature and in the
dark. The colour reaction was measured with a spectrophotometer at 490 nm, as described by

Cioni et al[5].

Drug ransporter functional assays

The functionality of Pgp and MRP-1 was tested by assessing the release of the substrate
BCECF-AM (specific for Pgp and MRP-1) in the absence or presence of specific inhibitors
such as verapamil for Pgp and probenecid for MRP-1. The co-cultured cells were washed and
cultured in DMEM. Then cells were preincubated for 15 min in the absence or presence of
inhibitors at 37°C (40 uM verapamil and 1 mM probenecid; concentrations were determined
previously[24]). Inhibitors were added in the luminal compartment to study the transport from
the luminal to the abluminal side and conversely. The inserts were incubated with 1 mM of
BCECF-AM for 1 h at 37°C. Finally, 100 pl was sampled from each compartment and
fluorescence was measured with a fluorescence spectrophotometer at 493 nm excitation and

515 nm emission wavelengths.

Statistical analysis

10
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The values are expressed as the means + s.ean. Statistical analysis was performed using
Student’s t-test. One-way and two-way analyses of variance (ANOVA) followed by

Tukey-Kramer's tests were applied to multiple comparisons. Statistical analysis was
performed using Statview software. The differences between means were considered to be

significant when P values were less than 0.05.

Results

In vitro cytotoxicity assay

bEnd.3 cells were exposed to a range of concentrations of hydralazine or CoClz (25 — 300
uM) according to the literature. We studied the effect of hypoxic stress with an incubation
time of about 24 h because the impact of prolonged hypoxia on BBB is less described than
short exposure and difficult to monitor with chemical agents like CoCl: which has an
important cytotoxicity[15].After 24 h of exposure to drugs, cytotoxicity activity was evaluated
by the MTT method (Figure 2A). 1Cs; values of drugs were 200 uM for hydralazine and 100
uM for CoCls, respectively. So less cytotoxic concentrations for hydralazine and CoCl: are 50
and 100 uM. We verified the cytotoxicity of these concentrations by evaluating cell death
with the LDH release method (Figure 2B). We showed that hydralazine had a percentage of
cytotoxicity about 2.36 + 0.4% for 50 uM and 17.77 + 4.9% for 100 pM: whereas CoCl> had

a percentage of cytotoxicity about 50.84 + 4.9% for 50 uM and 68.96 + 7% for 100 uM.

11
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Figure 2: Cytotoxicity effect of drugs in bEnd.3 cells. Cells were incubated with various concentrations of
hydralazine or CoCl: for 24 h. Cytotoxicity was measured by an MTT assay (A) and LDH release method

(B). The results are presented as a mean value for triplicates.

As expected, CoClz exposure produced a high cytotoxicity. On the contrary, hydralazine is

not cytotoxic and can be used for 24 h of exposure.

Effective dose of drugs induced HIF-1 pathway

Hydralazine and CoCls are chemical agents which could mimic hypoxia since they inhibited
PHD, which negatively regulates HIF-1. First we determined the effective dose for each drug
which induced HIF-1a overexpression. For that, bEnd.3 cells were exposed to 50 and 100 uM
of hydralazine and CoCl; during 24 h. The concentration 50 uM of hydralazine and CoCl, did
not induce HIF-1a (data not shown). After 24-h treatment with 100 uM hydralazine, the level
of HIF-la significantly increased by 212% (p = 0.018); whereas 100 uM of CoCl2
significantly induced HIF-1la after 24 h of treatment, with an increase of 224% (p = 0.024)

(Figure 3). Consequently, we used the concentration of 100 uM in our studies.
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Figure 3: HIF-1 expression induced by each drug. bEnd.3 cells were treated with 100 pM hydralazine or
CoCl;. Resulls awere presented as mean value + s.e.m (n=3) and normalized. * P <0.05 normoxia vs.

treatment.

Impact of CoClz and hydralazine on BBB integrity

% On TEER measurements

At the optimal TEER measurement (D6 established at the laboratory), cells were incubated 24
h with either CoCl: or hydralazine. Figure 4 shows the impact of addition of these molecules
on TEER in an in vitro BBB model. A decrease in TEER was observed after 24 h for each
molecule. For CoCl:, TEER significantly decreased by 58.5%. TEER values varied from
81.95 +£ 229 to 34.01 £ 3.55 Q.em?® (p = 0.034). For hydralazine, TEER significantly

decreased by 68.2%. TEER values varied from 80.33 + 4.86 to 32.01 +£4.21 Q.cm? (p = 0.03).
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Figure 4: TEER measurement after cells of the blood-brain barrier model were treated with 100 pM
hydralazine or CoCl: during 24 h. Results are presented as mean value + s.e.m (n=3). * P < (.05 normoxia

vs. reatment.

¢ On membrane permeability

Absolute membrane permeability was determined after 24-h incubation with hydralazine or
CoCls, and results are illustrated by Figure 5. Coefficient permeability of Na-F in the BBB
model significantly increased from 6.06+ 0.6x107° to 5.66 + 0.36x10* em.s™ for CoClz (p =
0.029). Cells of the BBB model treated with hydralazine showed a significant increase in Na-
F permeability (p = 0.035). The permeability coefficient of Na-F varied from 9.09 + 0.1x10°°

to 1.27 £0.2x 10" em.s™". There was no significant difference between the two exposures.
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Figure 5: Absolute membrane permeability measurement during 24 h of hydralazine or CoCl: exposure
versus normoxia. The membrane per meability of sodium fluorescein is expressed in log 10 in em.s! in
order to have a homogenous scale. Results are presented as mean value + s.e.m (n=3). * P < (.05 normoxia

vs. treatment.

% On paracellular transport mediated TJ proteins occludin and Z0-1

Determination of occludin and ZO-1 expressions in our in vitro BBB model were established
after treatment with hydralazine or CoCl: (Figure 6). Expression of ZO-1 significantly
decreased after treatment with hydralazine or CoClz (p = 0.028 and p = 0.024, respectively).
Expression of ZO-1 decreased by 19% with hydralazine and by 30% with CoCls. However,
there was no significant difference for occludin’s expression with these two molecules. The
concentration of occludin varied from 3.78 to 3.07 £ 1.26 pg/ml with hydralazine and from
378 to 2.64 £ 0.37 pg/ml with CoCls, There was no significant difference between

hydralazine and CoCla.
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Figure 6: Concentrations of ZO-1 and occludin after cells of the blood-brain barrier model were treated
with 100 uM hydralazine or CoClz. Results are presented as mean value + s.e.m (n=3). * P < .05

normoxia vs. treatment.

< On transendothelial transport mediated efflux transporters

Transendothelial transport in our model was evaluated with two efflux transporter pumps, Pgp
and MRP-1. It was evaluated by studying the transport of a substrate of Pgp and MRP-1, i.e.,
BCECF-AM, with a method developed in our laboratory[25]. BCECF-AM is cleaved by
intracellular esterase into a fluorescent component BCECF. In a previous work, we
demonstrated that pumps were more active on apical membranes of endothelial cells
(transport A to B), since BCECF was more efflux[19]. So we investigated if the transport of
BCECF from A to B was changed after hydralazine or CoCly exposure (Figure TA). We
noticed that efflux transporters prevented entry of BCECF in cells, since an important
transendothelial transport was observed after each exposure. A significant increase of
extracellular BCECF was also observed after hydralazine exposure: 5.13 £ 0.97 pg/ml versus
7.80 £ 0.88 ug/ml (p = 0.039) together with CoCls, where extracellular BCECF varied from

5.13 £ 097 pg/ml to 7.88 = 0.51 pg/ml (p = 0.034). In parallel, we observed no significant
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difference between the two agents. The relative importance between Pgp and MRP-1 was
evaluated with two specific inhibitors of Pgp and MRP-1, ie, verapamil and probenecid,
respectively. We observed no significant difference between the two transporters.

In a second time, we studied the expression of Pgp and MRP-1 proteins in our in vitro BBB
model after treatment with hydralazine or CoCls, in order to understand the increase in the
pump’s observed activity (Figure 7B). MRP-1 expression significantly increased after
incubation with each molecule. For hydralazine MRP-1 increased by 98% (p = 0.017) and by
132% (p=0.015) for CoCls. There was no significant difference between hydralazine and
CoClz (p = 0.056). Pgp expression significantly increased by 475% (p=0.015) and 532%
(p=0.016) for hydralazine and CoCls;, respectively. There was no significant difference

between hydralazine and CoCl: (p=0.065).
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Figure 7: (A) Release of BCECF during transport on apieal membranes of endothelial cells, after
treatment with hydralazine or CoClL. (B) Concentrations of MRP-1 and Pgp after cells of the blood-brain
barrier model were treated with 100 pM hydralazine or CoCI2 during 24 h. Results are presented as mean

value £ s.e.m (=3). ' P <0.05 BCECF vs. inhibitors and* P <{.05 normoxia vs. treatment.

This study on transendothelial transport mediated efflux transporters showed that the
functionality of Pgp and MRP-1 increased after hypoxic stress, which can be explained by an

overexpression of Pgp and MRP-1 proteins.
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Discussion

The BBB is a fundamental structure for the CNS because it confers a protection for the brain.
This protection is mainly ensured by TJ proteins and efflux transporter proteins[26]. On the
one hand, TJ proteins create a tightness barrier and reduce paracellular diffusion. On the other

hand, efflux transporter proteins actively pump compounds out of endothelial cells to reduce

the entry of potential cytotoxic substances. However, this BBB can be disrupted in some cases.

Hypoxia is a key factor of the BBB’s disruption involved in some neurological diseases. The
cellular response to hypoxia is driven by the HIF-1 pathway[12]. Nevertheless, elucidation of
cellular mechanisms induced by hypoxic stress is rather difficult with physical hypoxia
because HIF-1o has a short half-life, is rapidly reverted and thus less reproducible. In this
regard, we present in this study a suitable method of hypoxic stress induction via mimetic
agents of the hypoxia pathway. We decided to compare the capacity of a potential mimetic
agent, hydralazine, with the classical agent used in the literature, CoClz[14,27], to determine
the suitable mimetic agent for the study of hypoxic stress on the BBB. This induction method
was set up to understand cellular mechanisms involved by hypoxic stress on an original in
vitro BBB model. We exposed our model to hydralazine or CoCl: during 24 h to study the
effect of hypoxic stress on the BBB to mimic prolonged cerebral hypoperfusion, like in
inschemic stroke. In a first step, we demonstrated that these two molecules were able to
induce a hypoxic state on our cells since we observed an increase of HIF-la protein
expression. We found that hydralazine or CoCls, induced an overexpression of HIF-1a after
24 h at 100 uM (Figure 3). This has also been confirmed by other researchers using these
agents[14,15,17]. Moreover, we observed the same result for HIF-1 expression after 24-h
exposure to physical hypoxia (data not shown). So we decided to use this concentration to

investigate the consequences of hypoxic stress on our in vitro BBB model. Our results showed
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that hypoxic stress, induced by hydralazine or CoCl,, significantly decreased TEER value
(Figure 4) and significantly increased membrane permeability to Na-F (Figure 5). Taken
together, these results demonstrated that the BBB lost its physical barrier properties after
hypoxic stress since ionic compounds (measured by TEER value) and molecules (measured
by Na-F) could cross cell membranes. To understand this loss, we investigated the expression
of TJ proteins since they are in charge of these physical barrier properties. Hypoxic stress
significantly decreased Z0-1 but not occludin expression (Figure 6). This result confirmed
those obtained by Engelhard et al with a CoCl: and physical hypoxia approach[12]. This
suggested that HIF-la signalling impacts Z0-1 localization but has no effect on occludin
localization. This must be explained by the fact that ZO-1 has an important role in the
development and barrier maintenance of the BBB[28]. Moreover, animal experiments
(knockdown for occludin) showed that occludin was not essential for the establishment of Tl
complexes, despite the fact that a loss of this protein was involved in many diseases. Occludin
would participate in the regulation of the BBB and more particularly in the regulation of
caleium flux through the BBB[29]. Then we investigated the impact of hypoxic siress on
efflux transporters as they conferred a protection for the brain by rejecting potential dangerous
compounds. We investigated the impact of hypoxic stress on this apical transport (Figure 7A).
Indeed, we showed that endothelial cells, of our in vitro BBB model, released more BCECF,
with hydralazine or CoCl, than cells exposed to controls. This increase demonstrated that Pgp
and MRP-1 were significantly active since they rejected more BCECF during hypoxic stress;
but we noticed no significant difference between the two pumps. This result was shown in
tumours cells which are rather hypoxic cells. In these cells, HIF-1la was overexpressed and
was associated with an increase of Pgp and MRP-1 activity, which explained a
chemoresistance for these cells[30]. Moreover, this result confirmed those obtained by

physical hypoxia[19]. Finally, we showed that this increase in activity was linked to an
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overexpression of Pgp and MRP-1 proteins after hypoxic stress (Figure 7B). Taken together,
these results demonstrated that cells established a defence mechanism to protect the brain
from hypoxic stress, but it would create a resistance to therapy, as it has been described for
anti-epileptic drugs and chemotherapy[31]. This should be taken into consideration during the
development of therapeutics.

To conclude, this study was undertaken to define a suitable mimetic hypoxia agent in order to
investigate and understand cellular and molecular impacts of hypoxic stress on the BBB. Our
results presented hydralazine as a suitable candidate to create a hypoxic state in our in vitro
BBB model, since it was able to induce HIF-1a without any cytotoxic effect. This result is in
line with those described in the literature[17,19]. CoCl: could be a useful tool to create a
hypoxic state, but Figure 2 shows that 100 M was the 1C50 for bEnd.3, meaning that at this
concentration there were 50% dead cells and at a lower concentration there was no induction
of HIF-1a. Cervellati et al explained that this decrease of viability in cells induced by CoCl,
must be due to activation of caspase-3, which leads to apoptosis[15]. This decrease of
viability in cells could be a problem because we could not determine whether the observed
effect was due to the inhibition of the PHD induced by CoCl: or its cytotoxicity. Hypoxic
stress induced by hydralazine showed rather similar results to those obtained by physical
hypoxia[12,19,31]. Hence induction of hypoxic stress by hydralazine is a suitable mimetic
agent of hypoxia to understand the early stages of the consequences of hypoxic stress on the
BBB. This induction method has many advantages on physical hypoxia because hypoxic
stress is standardization controlled, easy to produce, reproducible and reversible. It is also less
expensive. We are confident that this induction method by hydralazine will allow the
understanding of cellular and molecular mechanisms activated at the BBB during hypoxic

events.
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Chapitre 4: Impact de stress hypoxiques répétés sur
I’intégrite de la BHE

L’hypoxie est un facteur clé dans certaines pathologies neurologiques car la BHE, qui
est la barriére de protection du cerveau, est sensible a des changements du taux d’oxygeéne. En
effet, des études ont montré qu’une hypoxie aigiie ou soutenue induisait un changement au sein
de la BHE, entrainant I’entrée de molécules toxiques dans le tissu cérébral (Mark and Davis,
2002; Schoch et al., 2002). Ce changement est provoqué par une diminution de I’expression et
un réarrangement des protéines de jonctions serrées au sein des cellules endothéliales (Al
Ahmad et al., 2011; Engelhardt et al., 2014).

Cependant, certaines pathologies sont associées a une hypoxie intermittente comme le
syndrome d’apnées du sommeil par exemple. Les conséquences cérébrales de cette hypoxie
intermittente sont bien moins décrites que celles d’une hypoxie aigiie. Des études, menées chez
la souris, ont montré une altération de la fonction endothéliale cérébrale aprés une exposition a
une hypoxie intermittente (Phillips et al., 2004). Toutefois les mécanismes, induits par une
hypoxie intermittente, entrainant cette altération restent inconnus. Dans leur revue de la
littérature, Lim and Pack font I’hypothése que I’hypoxie intermittente induirait un changement
au sein de la BHE (Lim and Pack, 2014). En effet, I’hypoxie intermittente pourrait altérer la
fonction des cellules endothéliales cérébrales par activation de la voie HIF-1, mais les

mécanismes précis sur la BHE restent pour ces auteurs a décrire.

Dans cette étude, nous avons évalué les conséquences de stress hypoxiques répétés sur
un modele in vitro de BHE afin de comprendre les mécanismes cellulaires et moléculaires

induits par ce type d’hypoxie.
Les objectifs de ce travail ont éte:

- de mettre en place une méthode d’induction de stress hypoxiques répétés,
reproductibles, par I’hydralazine

- d’étudier I’impact de ces stress répétés sur notre modeéle in vitro de BHE
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1. Résultats

Dans notre premicre étude, nous avons démontré que I’hydralazine induisait un état
cellulaire hypoxique aprés 2 heures d’exposition. La premiére étape de ce travail a été de
déterminer le temps nécessaire a nos cellules pour retrouver un état physiologique (niveau
fondamental de HIF-1a), afin de pouvoir induire un second stress hypoxique. L’étude de
I’expression de HIF-la a révélé que les cellules retrouvaient un niveau fondamental,
similaire a celui de nos controles, 8 heures apres I’exposition a I’hydralazine (Figure 1).
Pour la suite de I’étude, nous avons décidé d’induire un stress hypoxique de 2 heures avec
I’hydralazine, suivi d’un intervalle de 8 heures durant lequel les cellules sont incubées
seulement avec du milieu pour retrouver un statut physiologique. Puis un second stress

hypoxique induit. Ceci est répété sur 24 heures, ce qui correspond a un cycle cellulaire.

La deuxiéme partie de I’¢tude a consisté a évaluer 1’intégrité de notre modele in vitro de
BHE aprés des stress hypoxiques repétés. Les premiers résultats montrent une perte
d’étanchéité de notre modéle. En effet, la TEER diminue de 27 a 30 % entre le premier stress
hypoxique et le dernier (Figure 2), tandis que la perméabilité au sodium fluorescéine augmente
a chaque stress hypoxique (Figure 3). Cette augmentation de perméabilité est associée a une
diminution de I’expression de deux protéines de jonctions serrées que sont ZO-1 et claudine-
5 (Figure 4). En effet, une diminution d’expression de ZO-1 de 73% est observée apres le
dernier stress hypoxique, tandis que 1’expression de claudine-5 diminue de 75% a ce méme
temps. Ces résultats ont été confirmés par imagerie confocale (Figures 5a et 5b). En effet, le
marquage de ZO-1 n’est plus continu a la membrane des cellules alors que celui de claudine-5
est moins intense au cours des stress hypoxiques. De plus, il est observé que les cellules perdent
leur forme aprés une exposition répétée a I’hypoxie confirmant une perte de jonctions serrées a

la membrane.

Enfin dans un dernier temps, nous avons évalué I’expression et la fonctionnalité des
transporteurs d’efflux puisque ces derniers participent activement a la protection du cerveau en
rejetant les substances potentiellement toxiques pour les neurones et les cellules de soutien.

L’étude de la fonctionnalité de Pgp et MRP-1 révélent que les cellules endotheliales augmentent
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progressivement ’activité de leurs pompes d’efflux, aprés une exposition répétée a 1’hypoxie
(Figure 6A). Ces résultats ont été complétés par une évaluation de 1’expression de Pgp et MRP-
1. Les résultats montrent que I’expression de ces transporteurs augmente de fagcon progressive
apres chaque stress hypoxique (Figure 6B). En effet, une augmentation de 55% et de 78% est
observée des le deuxieme stress hypoxique pour Pgp et MRP-1, respectivement. L’étude du
transport transendothélial, des transporteurs d’efflux, a donc révélé une augmentation
progressive de ’activité de Pgp et MRP-1 qui est expliquée par une surexpression de ces

proteines a la membrane des cellules endothéliales.

2. Discussion

La BHE est une structure essentielle au bon fonctionnement du cerveau, en raison de son
role dans le maintien de I’homéostasie cérébrale. Cette barriére est altérée lors de condition
hypoxique, en raison de sa sensibilité a la diminution de la pression partielle en oxygeéne (Keller,
2013). En effet, cette altération serait due a un changement au sein des complexes protéiques
des jonctions serrées (Zehendner et al., 2013). Toutefois, certaines pathologies sont associées a
une hypoxie intermittente répétée, comme le syndrome d’apnées du sommeil. Les conséquences
de ce type d’hypoxie sur le cerveau, et plus particulierement sur la BHE, sont peu connues.
Dans leur revue Lim and Pack émettent I’hypotheése qu’une hypoxie intermittente activerait la
voie HIF-1, qui conduirait a 1’altération de la BHE (Lim and Pack, 2014). De ce fait, 1’objectif
de cette ¢tude a consisté a mettre en place une méthode d’induction de stress hypoxiques répétés

adéquate afin d’étudier les mécanismes cellulaires impliqués sur notre modele in vitro de BHE.

2.1. Induction de stress hypoxiques répétés par I’hydralazine

L’¢étude de I’expression de HIF-1a apres 2 heures d’exposition avec 1’hydralazine, temps
précédemment déterminé pour induire un environnement cellulaire hypoxique (Chatard et al.,
2016), révele que les cellules retrouvent un niveau fondamental de HIF-1a, et donc un statut
normoxique, 8 heures apres le stress hypoxique. Le but était de déterminer le temps necessaire
a nos cellules pour revenir a un état normoxique, afin d’induire un second stress et étudier
I’impact de stress hypoxiques répétés sur la BHE. Cette méthode d’induction avec

I’hydralazine, permet de controler les stress hypoxiques, d’avoir un phénomeéne réversible
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qui est plus ou moins long, mais surtout d’obtenir des hypoxies répétées qui sont

reproductibles.

2.2. Des stress hypoxiques répétés conduisent a des

changements progressifs au sein de la BHE

Peu d’études dans la littérature s’intéressent aux conséquences d’une hypoxie intermittente
sur la BHE. Les auteurs d’une étude in vivo avaient émis I’hypothése que la perméabilité de
cette barriére serait altérée chez un modele murin mimant des apnées du sommeil (Kim et al.,
2015). Toutefois, ils n’ont observé aucun changement de perméabilité. Une de leurs hypothéses
était qu’ils avaient sousestimé les effets locaux au sein de la BHE en utilisant le bleu evans qui
est un traceur permettant une approche plus globale de la perméabilité de la BHE. Les modéles
in vitro de BHE s’aveérent étre des outils adéquats pour vérifier cette hypothése. Toutefois,
aucune étude a ce jour ne s’était intéressée a I’impact cellulaire d’une hypoxie

intermittente sur ’intégrité de la BHE.

Dans notre étude, nous avons démontré des changements au sein de notre modele cellulaire
de BHE apres des expositions répétées a I’hypoxie. En effet, une diminution de la TEER et une
augmentation de la perméabilité, de plus en plus importante, montrent que notre barriére perd
son intégrité durant ces épisodes hypoxiques. Cette perte d’intégrité est liée a une diminution
progressive d’expressions de ZO-1 et de claudine-5, protéines essentielles au maintien des
propriétés de barriere de la BHE. Toutefois, 1’occludine n’est pas impactée par ces stress
hypoxiques répétés, et confirment donc que cette protéine n’est pas essentielle dans la mise en
place fonctionnelle de ces complexes de jonctions serrées (Saitou et al., 2000; Chatard et al.,
2016).

Le transport transendothélial par les protéines d’efflux est également modifié au cours
de ces épisodes d’hypoxies répétées. En effet, nos résultats montrent que les activités de Pgp
et de MRP-1 sont progressivement augmentées lors de ces épisodes. Ce qui confirme ceux
obtenus par Xiao-Dong lors d’une étude sur 1’épilepsie (Xiao-Dong et al., 2008). Cette
augmentation d’activité s’explique par le fait qu’au cours de ces épisodes d’hypoxies répétés

les expressions de Pgp et MRP-1 sont augmentées. Ainsi, les cellules endothéliales mettent
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progressivement en place un mécanisme de défense afin de pallier a la perte d’étanchéité de la

barriére.

Notre étude est la premiére a s’intéresser a I’impact cellulaire et moléculaire de stress
hypoxies répétés (modélisation d’une hypoxie intermittente) sur la BHE. Nos résultats
montrent que ces stress répétés entrainent un changement progressif au sein de la BHE,
illustré par une altération des protéines de jonctions serrées entrainant une perte
d’intégrité, et une augmentation d’activité des pompes d’efflux (mécanisme de défense).
Cette augmentation d’activité pourrait créer une résistance au passage cerébral de
certains médicaments.

Notre méthode d’induction de stress hypoxiques répétés induits par I’hydralazine, permet
d’obtenir des stress hypoxiques qui sont contrélés, réversibles et surtout reproductibles.
Toutefois, ’induction d’hypoxie est plutot longue (2 heures) et ne permet donc pas de
réaliser des cycles courts qui corresponderaient davantage a une hypoxie intermittente
caractéristique des pathologies telle que le syndrome d’apnée du sommeil. Cependant,
cette méthode nous permet d’apporter des premiers éléments de réponses sur ’impact de

ces stress sur la BHE.

Cette étude a fait ['objet d’'un article qui a été soumis dans la revue Journal of Cerebral

Blood Flow & Metabolism.
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Abstract

Hypoxia is a key factor in some newrological diseases such as stroke and some studies have
shown that sustained hypoxia leads to a breakdown of the blood-brain barrier (BBB).
Nevertheless, several diseases are related to intermittent hypoxia, e.g., epilepsy or sleep apnea
syndrome. Consequences of intermittent hypoxia on the brain are less recognized. In this study,
we proposed an in vitro method for inducing reproducible repetitive hypoxic stress to study its
impact on the BBB's integrity. For this, we induced repeated hypoxic stress with hydralazine
(an inhibitor of the prolylhydroxylase domain) during 24 h, which corresponds to a cell cycle.
Then we investigated its impact on an in vitro BBB model on paracellular and transendothelial
pathways. Our results demonstrated that the BBB lost its physical barrier properties after
exposition to repeated hypoxic stress. The increase of BBB permeability is due to a decrease of
tight junction proteins. In contrast, cells increased the expression and activity of their efflux

transporters in order to try fighting against the entry of potential cytotoxic compounds.

Key words : Barrier integrity, BBB model, hydralazine, repeated hypoxia
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Introduction

Hypoxia is a key factor in some neurological diseases which lead to a breakdown of the blood-
brain barrier (BBB), such as cerebral ischemia. Indeed, the brain is the first consumer of oxygen,
using 20% of the arterial supply'. In addition, the BBB is a structure highly sensitive to hypoxic
conditions®. Several studies have investigated the consequences of acute hypoxia (mimicking
transient brain ischemia or stroke) on the BBB*~, All these studies led to the conclusion that
hypoxia alters the BBB by inducing a loss of expression of tight junction (TJ) proteins, which
is illustrated by an increase in permeability. Nevertheless, if the consequences of acute and
sustained hypoxia on the BBB have been well described, this has not been the case with
intermittent hypoxia. However, this phenomenon has been found in pathologies, particularly
sleep related breathing disorders, such as sleep apnea syndrome. This intermittent hypoxia does
not seem to be innocent on brain structure and function, since studies in humans have
demonstrated that these patients suffer from cognitive disorders™’. These results tended to show
that neuronal homeostasis is affected and therefore suggested that the BBB could be impaired.
Endothelial cells are the site of the BBB because they restrict and control the passage of
molecules into the brain. These properties are provided by TJ proteins (paracellular pathway)
and ABC efflux transporters (transendothelial pathway). Philipps et al observed in mice an
impaired brain endothelial function after exposure to intermittent hypoxia®. However, the
mechanism induced by intermittent hypoxia and leading to this alteration remains unknown.
Lim and Pack hypothesized that intermittent hypoxia causes a change in the BBB's site’. They
proposed that intermittent hypoxia could alter endothelial cell function by activation of the
hypoxia-inducible factor 1 (HIF-1) pathway. The challenge is to have a better understanding of
the mechanisms leading to this alteration in order to develop adequate therapeutic strategies.
To this end, many in vitro models of the BBB have been developed to understand the function
of this barrier in physiological and pathological conditions. In this present study, we had set up
an in vitro method for inducing reproducible repetitive hypoxia to study the impact of
intermittent hypoxia on the integrity of the BBB. Repeated hypoxic stresses were induced by
hydralazine, an inhibitor of the prolyl hydroxylase domain (PHD), which has been validated in
a previous work to create acellular hypoxic environment'”. Then we studied the impact of these
repeated hypoxic stresses induced by hydralazine on a coculture in-contact BBB model. The
impact of hypoxic stresses was studied on two pathways which are essential for the barrier’s

properties. Firstly, on the paracellular pathway allowed by TJ proteins which are essential for

3
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the barrier’s properties. Secondly, on the transcellular pathway by studying the ABC efflux
transporters which confer a cellular protection by pumping compounds out of endothelial cells
and setting up a defense mechanism. Our results showed that repeated hypoxic stress induced
by hydralazine progressively altered the paracellular pathway by decreasing the expression of
TJ proteins in our in vitro BBB model. Moreover, the transcellular pathway was also affected

by these hypoxic stresses demonstrated by an increase of efflux protein activity.

Materials and Methods

Chemicals and reagents

Hydralazine, BCECF-AM, probenecid, verapamil, sodium fluorescein (Na-F) and secondary
antibodies (Alexa Fluor 546) were purchased from Sigma-Aldrich (St Quentin Fallavier,
France). Dulbecco’s Modified Eagle's Medium ( DMEM) is also purchased from Sigma.
Antibodies and reagents for the detection of HIF-1a were products of R&D systems (Lille,

France). All compounds for Ringer-Hepes buffer were purchased from Sigma.

Occludin and ZO-1 antibodies were purchased from Life Technologies (Saint Aubin, France),
Pgp and MRP-1 antibodies were purchased from GeneTex (San Antonio, TX, USA) and Santa
Cruz Biotechnology (Dallas, TX, USA), respectively. Claudin-5 antibody was purchased from

Abcam (Paris, France).
bEnd.3 cells and C6 cells were obtained from the ATCC (Manassas, VA, USA).

Cell culture inserts for 24-well (0.4 pwm pore diameter size, transparent PET membrane) were
purchased from Corning distributors (Sigma). EVOM voltohmmeter system was purchased

from World Precision Instruments (Hertfordshire, UK).

Determination of repeated hypoxic stress induced by hydralazine

In a previous work we showed that hydralazine is a suitable way to induce hypoxic stress

1o

because it showed the same results as physical hypoxia'”. We showed in this previous study

4
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that hydralazine induced HIF-1a (a key regulator of hypoxic response) after 2 h of incubation.
In this present study we investigated the impact of repeated hypoxic stress on BBB integrity.
To induce repeated hypoxic stress it has been necessary to determine the time for our cells to
recover a basal level of HIF-1la (a normoxic state) in order to induce another hypoxic stress.
For this, cells were seeded into a 96-well plate at a density of 10 000 cells/well. Then cells were
incubated with 100 uM of hydralazine for 2 h (dose and time incubation established previously
in laboratory '"). We measured at 2-4-6-8-10-24 h the expression of HIF-1a by cell-ELISA to
establish the time when cells recovered a basal level of HIF-1a. For that, cells were fixed to the
support with 4% formaldehyde during 10 min at room temperature. Anti-HIF-1o antibodies
were added at 4°C ovemight (diluted at 1/100). Then cells were incubated with secondary
antibodies (diluted at 1/500) for 2 h at room temperature. Finally, fluorescence was measured
with a fluorescence spectrophotometer with 540 nm excitation and 600 nm emission

wavelengths.

Establishment of an in vitro BBB model

The BBB model was composed of bEnd.3 cells (immortalized mouse brain endothelial cells)
and C6 cells. All cells were used before passage number 30 (passages 8-26 for bEnd.3 cells
and 7-28 for C6 cells), which corresponded to the time where these cells may begin to lose
their BBB properties, as cited by the supplier and in a previous study''. Once the cells reached
subconfluency, they were placed onto cell culture inserts for 24-well plates as described in a

previous study'.

Transendothelial electrical resistance (TEER) measurements

To characterize the formation of a tight endothelial cell monolayer, TEER was recorded using
an EVOM resistance meter. One electrode was placed on the luminal side and the other
electrode on the abluminal side. These two electrodes were separated by the endothelial layer.
The TEER measurements of blank filters (without cells) were subtracted from those of filters
with cells. Then the resulting value was multiplied by the membrane area to obtain the TEER

measurements in £.cm?.
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Paracellular permeability measurements with sodium fluorescein

Endothelial paracellular barrier function was also evaluated by measuring the permeability of

cells to Na-F (MW = 376 Da). First the medium was removed and cells were washed with
prewarmed Ringer-Hepes buffer (5 mM Hepes, 5.2 mM KCl, 2.2 mM CaClz, 0.2 mM MgCls,
6 mM NaHCO: and 2.8 mM glucose). Then Ringer-Hepes buffer containing 10 pg/ml of Na-F
was loaded onto the luminal side of the insert and incubated at 37°C for 1 h. Samples were
removed from the abluminal chamber at 10, 20, 30, 40, 50 and 60 min and immediately replaced
with fresh Ringer-Hepes buffer. The concentration of Na-F was determined using a
fluorescence multiwell plate reader (Ex (&) 485 nm; Em (&) 530 nm). Transendothelial
permeability coefficient (Pe) was calculated as previously described by Deli et al'?. The
increment in cleared volume was calculated by dividing the amount of compound in the receiver
compartment by the drug concentration in the donor compartment. The volume cleared was
plotted versus time and the slope estimated by linear regression analysis. Then the average
cleared volume was plotted versus time, and permeability x surface arca product value for

endothelial monolayer (PSe) was calculated as follows:

1 1 1
PSendothelial ~ PStotal - PSinsert

Where PS total corresponded to the experimental data and PS insert corresponded to the insert
without endothelial cells (insert with only C6).
PSendothelial divided by the surface area (A) in em?® (0.33cm? for a 24-transwell) generated

the endothelial Pe (in 107® em.s™") and calculated as follows:

PSendothelial
e

claudin-5)
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Cocultured cells were washed with PBS and fixed for 20 min at room temperature with 4%
paraformaldehyde in PBS at pH 7.4. Then inserts were washed again and overlaid with 3%
H20: in methanol for 30 min to block endogenous peroxidase, followed by 20% horse serum
to block unspecific immunoglobulin binding. Cells were incubated 2 h with either monoclonal
mouse anti-Pgp (2 pg/ml), polyclonal rabbit anti-MRP-1 (10 pg/ml), monoclonal polyclonal
rabbit anti-Z0-1 (4 pg/ml), polyclonal rabbit anti-occludin (1 pg/ml) or polyclonal rabbit anti-
claudin-5 (2 ng/ml) antibodies. Then cells were washed and peroxidase conjugated anti-mouse,
anti-rat or anti-rabbit 1gG was added as a secondary antibody for 2 h at room temperature
(diluted at 1/500). After washing several times, 0.1% ophenylenadiamine and 0.002% H20z in
0.05 M citrate buffer at pH 4.5 was added for 10 min at room temperature and in the dark. The

color reaction was measured with a spectrophotometer at 490 nm.

Immunohistochemistry of Z0-1 in the in vitro BBB model

For immunohistochemical stainings, cells were fixed with 4% paraformaldehyde for 10 min at
room temperature. Following fixation, cells were washed with PBS. Then Antibodies were
diluted in 6% horse serum and 0.3% triton X-100 in PBS. Cells were incubated with polyclonal
rabbit anti-ZO-1, diluted at 1/100 or polyclonal rabbit anti-claudin-5 diluted at 1/25, for 2 h at
room temperature. Then cells were washed with PBS and incubated with secondary antibodies
diluted at 1/500 (Alexa Fluor 546 or 555) for 90 min at room temperature. Finally, cells were

washed with PBS, embedded in fluoromount and observed byconfocal microscopy.

Drug transporter functionality assays

The functionality of Pgp and MRP-1 was tested by assessing the release of the substrate
BCECF-AM (specific for Pgp and MRP-1) in the absence or presence of specific inhibitors
such as verapamil for Pgp and probenecid for MRP-1. The cocultured cells were washed and
cultured in DMEM. Then cells were preincubated for 15 min in the absence or presence of
inhibitors at 37°C (40 uM verapamil and 1 mM probenecid, concentrations were determined
previously™). Inhibitors were added in the luminal compartment to study the transport from the
luminal to the abluminal side. The inserts were incubated with 1 mM of BCECF-AM for 1 h at
37°C. Finally, fluorescence was measured with a fluorescence spectrophotometer at 493 nm

excitation and 515 nm emission wavelengths.
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Statistical analysis

The values are expressed as the means £ s.e.m. One-way and two-way analyses of variance
(ANOWVA) followed by Tukey-Kramer's tests were applied to multiple comparisons. Statistical
analysis was performed using Statview software. The differences between means were

considered to be significant when P values were less than 0.05.

Results

Time of repeated hypoxic stress induced by hydralazine

Hydralazine is a chemical agent which mimics a hypoxic environment in cells since it inhibits
PHD that negatively regulates HIF-1. We determined the time necessary to recover a
fundamental level of HIF-1a in order to induce another hypoxic stress. For that, bEnd.3 cells
were exposed to 100 uM of hydralazine for 2 h (time and concentration previously determined
to induce HIF-1a overexpression'"). Then we measured the expression of HIF-1w at 2-4-6-8-10
and 24 h after incubation with hydralazine. Figure 1 shows that bEnd.3 cells significantly
overexpressed HIF-la after 2 h exposure to hydralazine. HIF-la expression significantly
decreased in bEnd.3 cells 8§ h after the hypoxic stress. Atthis time the cells recovered a level of
HIF-1g similar to the fundamental level expressed prior to exposition to hydralazine. So we
decided to induce a hypoxic stress during 2 h with 100 uM of hydralazine and repeated this
stress 8 h afterward. These cyeles (hypoxic stress and normoxia conditions) were repeated

during 24 h, which corresponded to a cell cycle.
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Figure 1 : HIF-1a expression level after 2 h exposition with hydralazine. bEnd.3 cells were exposed to 100

pM hydralazine during 2 h, then medium was replaced and HIF-1a expression was measured. Results are

presented as mean + s.e.m (n=38). * p < 0.05 control versus hydralazine.

Effect of repeated hypoxic stress on an in vitro BBB model

¢ TEER measurements

At the optimal TEER measurement (day 6 established at the laboratory), cells were exposed to
repeated hypoxic stress induced by hydralazine. Figure 2 shows that this repeated hypoxic stress
had an impact on TEER in our in vitro BBB model. Indeed, a significant decrease in TEER was
observed after each hypoxic stress. TEER values significantly decreased by 27% after the 1st
hypoxic stress. TEER values varied from81.5+ 1.1 to 59.4 + 1.5 Q.cm?. After the 2nd hypoxic
stress TEER values varied from 82.2 + 1.2 to 58.8 + 1.4 Q.em?®. Finally, TEER significantly
decreased by 30% after the 3rd cycle. Indeed, TEER values varied from 85 + 1.1 to 59+ 1.2

Q.cm?,




TEER (0).cm?)

1st cyde 2nd cycle 3rd cyde

Bcontrol

cycles
Whydralazine

Figure 2 : Transendothelial electrical resistance (TEER) measurements in anin vifre blood-brain barrier
maodel after cells were exposed to repeated hypoxic stress induced by hydralazine. Results are presented as

mean = s.e.m (n =6). * p < 0.05 control versus hydralazine.

¢ Membrane permeability

Absolute membrane permeability was measured after each hypoxic stress induced by
hydralazine, and results are shown in Figure 3. After the 1st hypoxic stress, Pe of Na-F in our
in vitro BBB model significantly increased from 1.27 = 0.58x10to 3.64 £ 0.99x10" cm.s™. Pe
of Na-F significantly varied from 1.35 + 0.65x107 to 4.04 + 0.87x10® cm.s™" after the 2nd
hypoxic stress. After the 3rd hypoxic stress, this Pe significantly increased from 1.29+ 0.48x10
“104.97+ 0.79x10° cm.s™' .
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Figure 3 : Absolute membrane permeability measurement after each hypoxic stress induced by
hydralazine. Results are presented as mean = s.e.m (n = 6). * p <0.05 control versus hydralazine. Pe:

permeability coefficient.
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¢ Paracellular transport

Determination of three TJ protein expressions (Z0O-1, occludin and claudin-5) in our in vitre
BBB model was established after repeated hypoxic stress (Figure 4). ZO-1 expression
progressively decreased after each hypoxic stress. After the st hypoxic stress ZO-1 expression
significantly decreased by 18%, by 60% after the 2nd hypoxic stress, and by 73% after the last
hypoxic stress.

The study of occludin expression showed any significant difference between controls and cells
exposed to each hypoxic stress.

The expression of claudin-5 progressively decreased after repeated hypoxic stress. We noticed
a significant decrease by 37% after the 1st hypoxic stress, by 71% after the 2nd hypoxic stress,
and by 75% after the last exposition to hydralazine.

@ #
E 3 .
P
-.n
H
B B ~
8 W01
B
E O occludin
B e
8 A claudin-3
A
3
e
o

B ® '
*x
x &%
normoxia 1st cycle Ind cycle 3rd cycle
Figure 4 : Concentrations of ZO-1, occludin and claudin-5 after each hypoxic stress induced by

hydralazine in an in vitro BBB model. Results are presented as mean + s.e.m (n = 6). * p < 0.05 control

versus hydralazine.

Using confocal laser microscopy, we confirmed the alteration of ZO-1 protein in membrane
cells. Controls cells showed that Z0-1 staining was continuous in membrane cells. After the 1st
hypoxic stress we observed that ZO-1 staining was less intense. Then after the 2nd and 3rd
hypoxic stresses, Z0-1 staining was no longer continuous in membrane cells, which confirmed

the decrease of this protein expression as observed by the cell-ELISA method (Figure 5a).
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Claudin-5 protein was also altered after repeated hypoxic stress. Indeed, we observed a loss of

staining after each hypoxic stress (Figure 5b).

control 15t hypoxic stress
2" hypoxic stress 3" hypoxic stress

Figure 5a: Expression of ZO-1 after repeated hypoxic stress under confocal microscopy
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control 1% hypoxic stress

2" hypoxic stress 3 hypoxic stress

Figure 6b: Expression of claudin-5 after repeated hypoxic stress under confocal microscopy.

e Transendothelial transport by efflux transporters

Transendothelial transport was evaluated by studying the transport of a substrate of Pgp and

MRP-1, i.e., BCECF-AM, with a method developed in our laboratory'*. BCECF-AM is cleaved

by intracellular esterase into a fluorescent component BCECF. We studied only the release of

BCECF in the upper compartment (apical to basal) because we showed in a previous study that
pumps were more active on apical membranes of our in vitro BBB model'”. Then we evaluated
this transendothelial transport after each hypoxic stress. We observed that efflux transporters
prevented the entry of BCECF in cells because an important transendothelial transport was

noticed after each hypoxic stress (Figure 6A). Indeed, a significant increase of extracellular

BCECF was observed from the 1st hypoxic stress to the 3rd exposition. The concentration of

BCECF varied from 4.43 + 1.1 to 8.84 £ 0.47 ng/ml after the 1st exposition to hydralazine and
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to 11.13 + 0.72 pg/ml after the last exposition. These results showed that endothelial cells
progressively increased their efflux transporter’s activity after repeated hypoxic stress. The
relative importance between Pgp and MRP-1 was evaluated with two specific inhibitors, i.e.,
verapamil and probenecid, respectively. We observed any significant difference between the

two transporters.

In addition, we investigated the expression of Pgp and MRP-1 proteins in our in vitro BBB
model after this repeated hypoxic stress (Figure 6B) in order to explain the observed increase
in the pump’s activity. MRP-1 expression significantly increased after the 2nd hypoxic stress.
Its expression increased by 25% after the 1st hypoxic stress, by 55% after the 2nd and by 84%
after the last exposition. Pgp expression increased after each hypoxic stress. Indeed, it
expression significantly increased by 42% after the 1st exposition, by 78% after the 2nd and by
118% after the 3rd exposition to hydralazine.

1 A : B

: “I e (e

Figure 6: (A) Release of BCECF during transport from A to B afier repeated hypoxic stress. (B)

- B E D
5

concentration of extracelkilar
BCECF jag/mg)
Concentration of protein (jug/mg)

AOrmo s 15t cyde Il cycle 3rd cycle

Concentrations of MRP-1 and Pgp proteins after cells were exposed to repeated exposition with
hydralazine. Resulls are presented as mean £+ s.e.m (n = 6). * p <005 control versus hydralazine, *** p <

0.001 control versus hydralazine.

This investigation on transendothelial transport by efflux transporters showed that the activity
of Pgp and MRP-1 was more active and increased progressively after repeated hypoxic stress.

This increase could be explained by an overexpression of these proteins.
Discussion

14

198



The BBB is a key structure for the brain's function through its roles in maintaining brain
homeostasis. This function is ensured by two types of proteins: TJ proteins and efflux
transporters. TJ proteins create a physical blockade to paracellular diffusion, whereas efflux
transporters act as a barrier system by pumping compounds out of endothelial cells, which
reduce for example the exposure to drugs in the central nervous system. However, the BBB is
sensitive to hypoxic stress’. Indeed, Zehendner et al showed that hypoxia causes a breakdown
of the BBB illustrated by a TJ protein disruption'*. Nevertheless, several diseases are
responsible for intermittent hypoxic stress. The consequences of this specific type of hypoxia
on the brain, and in particular on the BBB, are less well known. Lim and Pack proposed in a
review paper that intermittent hypoxia could alter the BBB by activating the HIF-1 pathway’.
Nevertheless, cellular and molecular mechanisms are still unknown. Indeed, few studies in the
literature are concerned with the consequences of intermittent hypoxia on the BBB. Some
authors using an in vivo study had hypothesized that the permeability of this barrier is impaired
in a mouse model mimicking sleep apnea'”. However, they observed no change in permeability;
their hypothesis was that they had underestimated the local effects within the BBB using Evans
Blue, which is a more global approach to the permeability of the BBB. The in vitro BBB models
turn out to be the right tools to test this hypothesis. However, no study to date has been
interested in the cellular impact of intermittent hypoxia on the integrity of the BBB. In this
regard, we present in this study a suitable induction method of repeated hypoxic stress by
hydralazine, an inhibitor of the PHD. This method was set up to understand cellular mechanisms

involved by these repeated stresses on an in vitro BBB model.

In a first step we determined after exposure of 2 h with hydralazine the time for our cells to
recover a fundamental level of HIF-la, which corresponds to a normoxic state, in order to
induce another hypoxic stress. This exposure duration time with hydralazine was previously
determined to induce a cellular hypoxic environment''. We found that after 8 h exposure to
hydralazine, cells expressed a fundamental level of HIF-l¢ as compared to our controls (Figure
1). We repeated these stresses during 24 h, which corresponded to a cell cycle. Then we
investigated its impact on our i vitro BBB model. Our results showed a disruption of the BBB
because we observed a significant decrease of TEER values (Figure 2) and a significant increase
of membrane permeability to Na-F (Figure 3) after each hypoxic stress. These results, taken
together, demonstrated that our in vitro BBB model lost its physical barrier properties after
repeated hypoxic stress because ionic compounds and molecules could cross cell membranes.

So we investigated the impact of these stresses on the paracellular pathway because TJ proteins
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are responsible for these properties. Figures 4 and 5 show that repeated hypoxic stresses lead to
a TJ disruption. Indeed, we noticed that claudin-5 and ZO-1 expressions progressively
decreased after hypoxic stresses. However, occludin expression was not altered during these
exposures. This result was also observed during acute hypoxia'™'* and confirmed that occludin
was not essential for the setup of TJ complexes but could participate in the regulation of ionic
flux at the BBB'®. Then we investigated if the transcellular pathway was modified by repeated
hypoxic stress by studying efflux transporters because they confer a protection by rejecting
potential cytotoxic compounds. Our results showed that Pgp and MRP-1 activities were
gradually increased after these stresses (Figure 6A) since BCECF was more efflux; however,
we could not find any significant difference between the two pumps. These results confirmed
those obtained by Xiao-Dong et al in a rat in vitro BBB model". Finally, we demonstrated that
this increase of activity was linked to an overexpression of Pgp and MRP-1 after repeated
hypoxic stresses (Figure 6B). Indeed, Pgp was significantly increased from the first hypoxic
stress, whereas MRP-1 was significantly increased after the second stress. Taken together, these
results showed that cells had set up a defense mechanism to protect the brain against the entry

of potential cytotoxic compounds during these repeated hypoxic stresses.

This study is the first to study the impact of repeated hypoxic stresses on the BBB. Our results
showed that these stresses cause changes at the BBB's site because it disrupted TJ proteins and
increased the activity of efflux transporters. This last result could create a resistance to therapy
because drugs could be rejected by these pumps. However, with our induction method, the
stabilization of HIF-1a (and so the induction of hypoxia) is rather long (2 h) and does not allow
to do short cycles which would correspond better to intermittent hypoxia. Nevertheless, our
induction of repeated hypoxic stress seems to be a suitable way to understand the first cellular
and molecular mechanisms involved by this type of hypoxia on the BBB. Indeed, with this
method, our stresses were controlled, reproducible and reversible. So this induction method will
allow us to bring some necessary answers to the understanding of the early stages of the

consequences of repeated hypoxic stress on the BBB during pathological states.
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Troisieme partie :
Discussion générale-
conclusion et

perspectives de
I’étude



Discussion genérale

La barriére hémato-encéphalique est une barriére physique et métabolique, qui sépare
le systeme nerveux central de la circulation sanguine. Elle est composée de différents types
cellulaires, qui lui conférent ses propriétes de barriere, essentielles au fonctionnement optimal
des neurones, et par conséquent du SNC (Hawkins and Davis, 2005). Ainsi, elle régule
I’équilibre ionique entre le sang et le tissu cérébral, et limite I’entrée dans le cerveau de

substances pouvant lui étre toxiques (Ronaldson and Davis, 2015).

Toutefois certaines maladies, touchant le SNC, sont liées & une altération de la BHE,
comme [’ischémie cérébrale par exemple. L’enjeu dans 1’étude de ces pathologies, est de
comprendre les mécanismes amenant a cette altération, afin de développer des stratégies
thérapeutiques adéquates. Dans ce but, de nombreux modéles in vitro de BHE ont été
développés, afin de comprendre la fonction de cette barriére dans des conditions physiologiques

et pathologiques.

Un des facteurs, pouvant altérer 1’homéostasie du SNC, est ’hypoxie. En effet, le
cerveau est le premier consommateur d’oxygene, en utilisant 20% du débit cardiaque
(Ogunshola and Al-Ahmad, 2012). De plus, la BHE est une structure sensible a des conditions
hypoxiques (Keller, 2013). De ce fait, de nombreuses études se sont intéressées aux
conséquences d’une hypoxie aigiie (modélisation d’une ischémie) sur la BHE (Brillault et al.,
2002; Hayashi et al., 2004; Al Ahmad et al., 2011; Ogunshola, 2011). Toutes ces études
aboutissent aux conclusions que 1’hypoxie altére la BHE en induisant une perte d’expressions
des protéines de jonctions serrées, qui est illustrée par une augmentation de perméabilité de la
barriere. Néanmoins, si les conséquences d’une hypoxie aigiie sur la BHE sont bien décrites, ce
n’est pas le cas de I’hypoxie intermittente. Or, ce phénomene est retrouvé dans certaines
pathologies, notamment respiratoires, comme le syndrome d’apnées du sommeil. Cette hypoxie
intermittente ne semble pas étre sans conséquence sur le cerveau, puisque des études chez
I’Homme constatent que ces patients souffrent de troubles cognitifs (Sforza et al., 2010; Kerner
and Roose, 2016) mais peuvent aussi présenter des baisses focales de substance grise (Celle et

al., 2016). Ces résultats tendent & montrer que 1’homéostasie neuronale est affectée et par
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conséquent suggerent que la BHE pourrait étre altérée. Cependant, peu d’études se sont
intéressées a I’impact de I’hypoxie intermittente sur la BHE en raison de la complexité du

cerveau. Les modéles in vitro pourraient étre un moyen de pallier a cette difficulté.

Dans ce cadre, I’objectif de ce travail de theése a été, dans un premier temps, de mettre
en place un modele in vitro de BHE adéquat a 1’¢tude du fonctionnement de cette barriére en
conditions pathologiques. Dans un second temps, une méthode d’induction d’hypoxie par agent
mimétique a été validée afin d’étudier par la suite I’impact de stress hypoxiques répétés sur

I’intégrité de la BHE.

Mise en place d’un modeéle co-culture contact pour étudier le

fonctionnement de la BHE en condition pathologique (hypoxie)

Le modele in vitro, développé durant ce travail de thése, est un modéle murin. Ce choix
s’explique par le fait que des études in vivo vont étre réalisées au sein du laboratoire, et ainsi

nous pourrons faire un paralléle entre les études in vitro et in vivo.

Afin de mettre en place, un modele cellulaire le plus représentatif possible d’une BHE
in vivo, différentes configurations ont été testées. Ainsi, le modéle co-culture « contact » a
montré les meilleurs résultats en termes de TEER et de perméabilité. Ceci peut s’expliquer par
I’interaction étroite entre les cellules endothéliales et les astrocytes (Dehouck et al., 1990; Al
Ahmad et al., 2011). Par ailleurs, la caractérisation de ce modele a révélé que ce dernier
exprimait des protéines de jonctions serrées (occludine, claudine-5 et ZO-1), a la membrane des
cellules endothéliales. Enfin, ce modele in vitro posséde des transporteurs d’efflux (Pgp et
MRP-1) qui sont fonctionnels et exprimes principalement a la surface apicale des cellules
endothéliales. Ces résultats sont en adequation avec les criteres attendus pour un modele in vitro
de BHE (Naik and Cucullo, 2012). Par conséquent, ce modele in vitro de co-culture
« contact » est adéquat pour étudier la physiologie, et particuliecrement I’'intégrité, de la

BHE en condition pathologique telle qu’un stress hypoxique.
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Toutefois, ce modele pourrait étre amélioré sur le long terme en prenant en compte
I’impact des péricytes et du shear stress, qui sont des facteurs importants dans la mise en place
de cette barriere in vivo (Al Ahmad et al., 2011; Vandenhaute et al., 2011; Prabhakarpandian
et al., 2013; Takeshita et al., 2014) En effet, le shear stress permettrait la mise en place du
phénotype de la BHE en intervenant sur les jonctions serrées et les transporteurs d’efflux de

type ABC (Cucullo et al., 2011).

Une induction d’un stress hypoxique par des agents mimétiques est

adéquate pour étudier son impact sur la BHE

Ces derniéres annees, de nombreuses études ont montré que 1’hypoxie représentait un
stress majeur pour le cerveau en induisant une altération de la BHE, et entrainait des pathologies
neurologiques (Sandoval and Witt, 2008; Al Ahmad et al., 2009). Néanmoins, 1’étude des
mécanimes cellulaires et moléculaires provoqués par une hypoxie courte, peut étre difficile a
réaliser avec une hypoxie physique, en raison de la réversion rapide du phénoméne. De ce fait,
nous avons fait le choix d’induire une hypoxie avec un agent mimétique qui inhibe la PHD,
permettant de stabiliser HIF-1a, et ainsi de créer un environnement cellulaire hypoxique. Au
cours de ce travail, I’agent mimétique utilisé est ’hydralazine qui est un vasodilatateur utilisé
en clinique. Par ailleurs, elle est principalement utilisée dans la littérature pour mimer un
environnement cellulaire dans des modéles in vitro et in vivo en cancérologie (Horsman et al.,
1995). En effet, cette molécule posseéde des capacités d’induction de HIF-1a puisqu’elle inhibe
la PHD (Knowles et al., 2004). Notre premiére étude a présenté I’hydralazine comme un
candidat potentiel et adéquat pour étudier I’impact de I’hypoxie sur la BHE, puisqu’elle
est capable d’induire une surexpression de HIF-1o comparable a celle obtenue en hypoxie
physique (Chatard et al., 2016). De plus, nous avons montré des impacts similaires sur la BHE
avec les deux méthodes d’induction (hydralazine et hypoxie physique) et qui confirment les
résultats obtenus dans la littérature (Fischer et al., 2002). L avantage de I’hydralazine sur
I’hypoxie physique est que le stress induit est reproductible au cours du temps, réversible,

contrdlable et moins onéreux.

Toutefois, plusieurs agents mimétiques sont décrits dans la littérature, notamment le

chlorure de cobalt qui a déja été utilisé pour induire une hypoxie sur la BHE (Engelhardt et al.,
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2014). Nous nous sommes intéressés, dans notre seconde étude, a déterminer I’agent mimétique
le plus adéquat pour la BHE entre I’hydralazine et le chlorure de cobalt. Cette étude comparative
a montré que ces deux agents induisaient une surexpression de HIF-1a, méme sur des temps
assez long ce qui permet d’étudier les conséquences d’une hypoxie prolongée sur la BHE. Ainsi,
il a été montré dans cette étude qu’une hypoxie prolongée, induite par I’hydralazine ou le
chlorure de cobalt, entrainait une perte d’intégrit¢ du modéle cellulaire de BHE. Cette perte
d’intégrité s’illustre par une augmentation de perméabilité provoquée par une diminution de
I’expression de ZO-1 (protéine de jonctions serrées). Ces résultats sont en adéquation avec ceux
obtenus dans la littérature (Engelhardt et al., 2014). Par ailleurs, dans cette étude, il a également
été démontré que les cellules mettaient en place un mécanisme de défense pour lutter contre
I’entrée potenticlle de molécules, liée a la perte d’expression de ZO-1. Ce mécanisme de
défense est illustré par une augmentation d’activité de Pgp et MRP-1 qui est due a une
surexpression des protéines apres un stress hypoxique prolongé. Ces résultats ont également été
retrouves dans le cadre de 1’épilepsie (Xiao-Dong et al., 2008; Li et al., 2014). Toutefois, ce
mécanisme de défense devra étre pris en compte lors du développement de stratégie
thérapeutique car il pourra entrainer une résistance aux médicaments. En conclusion, notre
deuxiéme étude a révélé que les deux agents mimétiques induisaient le méme impact sur notre
modele cellulaire de BHE. Toutefois, le chlorure de cobalt présente I’inconvénient d’une forte
cytotoxicité pour nos cellules. En effet, 50% de mortalité cellulaire est observée avec cet agent.
Cette cytotoxicité pourrait provenir d’une activation de la caspase-3 par le chlorure de cobalt,
ce qui conduirait a une apoptose et donc a la mort des cellules (Cervellati et al., 2014). Cette
cytotoxicité n’est pas observée pour I’hydralazine. Par conséquent, I’hydralazine est I’agent
mimétique le plus adéquat pour la BHE puisque nous pouvons conclure que les effets
observés sur la BHE sont les conséquences du stress hypoxique induit et non dus a la
cytotoxicité de la molécule. Cette méthode d’induction d’hypoxie par I’hydralazine semble étre
une méthode appropriée pour étudier I’'impact de stress hypoxiques répétés (alternance
d’un état hypoxique et d’un état normoxique, permettant la modélisation de 1’hypoxie
intermittente) sur la BHE, afin de comprendre les troubles cognitifs observés chez les patients

souffrant de pathologies respiratoires.
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Impact de stress hypoxiques répétés sur l'intégrité de la BHE et les

mécanismes de défense liés aux transporteurs d’efflux

Cette etude est la premiére menée in vitro qui s’intéresse a ’intégrité de la BHE
apres une exposition a une hypoxie intermittente. En effet, seules deux études dans la littérature
décrivent I’impact de I’hypoxie intermittente sur le cerveau. La premicre a été menée in vitro
et montre une augmentation de I’activité de Pgp, qui pourrait expliquer la résistance aux
médicaments dans le cadre de 1’épilepsie (Xiao-Dong et al., 2008). Toutefois, cette étude ne

s’intéresse pas a I’intégrité de la BHE.

La seconde étude, menée chez la souris, s’intéressait a la myélinisation axonale et a la
perméabilit¢ de la BHE dans le cadre du syndrome d’apnées du sommeil. Leurs résultats
montrent une hypomyélinisation des axones avec une altération de la mémoire, mais ne
démontrent pas de modification de la perméabilité de la BHE. Une des hypothéses, pour ce
dernier résultat, serait que la méthode au bleu evans a été réalisée sur le cerveau dans sa
globalité, et pourrait sous-estimer 1’impact local sur la BHE (Kim et al., 2015). De ce fait, nous
avons étudié I’impact de cette hypoxie intermittente sur un modele in vitro de BHE en induisant
des stress hypoxiques répétés avec 1’hydralazine (alternance d’un état hypoxique et d’un état

normoxique répétée dans le temps au cours d’un cycle cellulaire).

Dans cette étude, nous avons pu observer des changements au sein de notre modéle in
vitro de BHE aprés des expositions répétées a I’hypoxie induites par 1’hydralazine. Ces
changements sont observés a la fois au niveau paracellulaire (intégrité de la barriére) et au
niveau transcellulaire (mécanisme de protection par les transporteurs d’efflux de type ABC).
En effet une augmentation de perméabilité, de plus en plus importante, révele que notre modeéle
cellulaire de barriére perd progressivement son intégrité au cours de ces épisodes hypoxiques.
Ce résultat s’explique par une diminution progressive des expressions de claudine-5 et de ZO-
1 a la membrane des cellules endothéliales. Ces résultats vérifient I’hypothése de Kim et al
(Kim et al., 2015) puisqu’ils montrent que la BHE est impactée par une hypoxie répétée au

cours du temps et donc que dans leur étude I’impact local sur la BHE a été sous-estimé.

Par ailleurs, les mécanismes de protection des cellules endothéliales via les
transporteurs ABC tels que Pgp et MRP-1 sont, quant a eux, progressivement mis en place

au cours des épisodes hypoxiques. En effet, une augmentation d’activité de Pgp et MRP-1,
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d’autant plus importante au cours des épisodes, est observée. Celle-Ci est associée a une
surexpression des protéines a la membrane apicale des cellules endothéliales. Ces résultats vont
dans le sens de ceux obtenus par Xiao-Dong et al et pourraient expliquer la résistance aux

médicaments dans le cadre de 1’épilepsie (Xiao-Dong et al., 2008).

Notre étude est donc la premicre a s’intéresser a I’impact cellulaire et moléculaire de
stress hypoxiques répétés sur 1’intégrité de la BHE. Nos résultats montrent donc la BHE perd
progressivement son intégrité et augmente, de plus en plus, ’activité de ces transporteurs
d’efflux au cours des épisodes hypoxiques, afin de lutter contre le passage de molécules
potentiellement toxiques pour le cerveau, possible par la perte de fonctionnalité protéines

de jonctions serrées.

Toutefois, I’induction de I’hypoxie par I’hydralazine reste plutot longue (2 heures) et ne
permet donc pas de faire des cycles courts qui correspondraient davantage a une hypoxie
intermittente, caractéristique des pathologies respiratoires nocturnes comme le syndrome
d’apnées du sommeil. Cependant, cette méthode alternative permet d’induire des stress
hypoxiques qui sont controlés, réversibles et trés reproductibles. De plus, nos résultats sont
encourageants et cohérents avec ceux obtenus lors d’une étude menée in vivo au laboratoire. En
effet, une diminution des protéines de jonctions serrées a été observée sur des coupes de
cerveaux de souris exposees a une hypoxie intermittente (résultats qui ont donné lieu a un poster
lors de la journée francaise de médecine & Saint Etienne). Ainsi, cette étude nous permet
d’apporter des premiers ¢léments de réponses sur les conséquences de ces épisodes hypoxiques

répétés sur la BHE.

Conclusion

L’hypoxie est un facteur majeur dans 1’altération de la barriére hémato-encéphalique,
conduisant a des pathologies neurologiques. Toutefois, les conséquences d’épisodes
hypoxiques répétés au cours du temps, sont tres peu décrites dans la littérature, mais
conduiraient a des troubles neuro-cognitifs sérieux accélérant ou déclenchant des pathologies

neurodégéneératives. Dans ce travail, une méthode d’induction reproductible d’épisodes
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hypoxiques (suivis d’une phase de normoxie) répétés, a été mise en place afin d’étudier I’impact
sur I’intégrité d’un modele in vitro de BHE. Ainsi, il a été montré que des stress hypoxiques
longs et répétés, induits par I’hydralazine, altérent progressivement 1’étanchéité de la BHE. En
effet, cette étanchéité est assurée par deux types de protéines : les jonctions serrées (passage
paracellulaire) et les transporteurs d’efflux de la famille ABC (passage transcellulaire). Or, dans
cette étude, il a été¢ démontré, qu’au cours de ces épisodes hypoxiques, les expressions de ZO-
1 et claudine-5 diminuaient progressivement, témoignant ainsi d’une augmentation de la
perméabilité de la BHE et créant un passage potentiel pour les molécules dans le tissu cérebral.
Par ailleurs, les cellules endothéliales augmentent, de maniére progresive, I’expresssion de ces
transporteurs d’efflux (Pgp et MRP-1) afin d’augmenter leurs activités et probablement limiter

ainsi ’acces de molécules potentiellement cytotoxiques, dans le cerveau.

En conclusion, des épisodes hypoxiques répétés altérent 1’étanchéité de la BHE au
cours du temps. Ceci pourrait expliquer, comme le suggerent Lim & Pack, les troubles
cognitifs observés chez les patients atteints d’apnées du sommeil. La méthode d’induction de
ces stress répétés par I’hydralazine, mise en place durant ce travail de thése, a donc permis
d’apporter des premiers éléments de réponse sur les mécanismes cellulaires et moléculaires
induits par ces épisodes hypoxiques, dans ces pathologies. Toutefois, il serait intéressant
d’étudier I’intéraction entre les cellules et I’impact possible sur 1’unité neurovasculaire, afin de
développer des stratégies thérapeutiques pour ces pathologies comme le syndrome d’apnées du

sommeil.

Perspectives envisagees

Amelioration de la méthode d’induction hypoxie intermittente

La méthode d’induction de stress hypoxiques répétés, induits par I’hydralazine, mise en
place au cours de ce travail, a montré des résultats encourageant puisqu’ils correspondent a
ceux obtenus récemment au laboratoire sur le petit animal. En effet, une augmentation de
perméabilité et une diminution de 1’expression des protéines de jonctions serrées, ont été

observées au niveau des cerveaux, de souris exposées, a une hypoxie intermittente.
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Néanmoins, notre induction avec 1’hydralazine est plutét longue car 2 heures sont
nécessaires pour atteindre un état hypoxique, de méme qu’il faut 8 heures pour retrouver un
statut normoxique. Afin d’affiner notre étude, il est nécessaire d’avoir des inductions d hypoxie
plus courtes ainsi qu’une réversion plus rapide, dans le but de se rapprocher d’une hypoxie
intermittente plus représentative de la réalité. Pour cela, le laboratoire SNA-EPIS a acquis,
récemment, une enceinte a hypoxie (financée par 1’association de recherche SYNAPSE). Ce
dispositif va ainsi permettre d’induire des cycles plus courts d’hypoxie/normoxie, et donc plus
représentatif d’une hypoxie intermittente produite in vivo. Par conséquent, nous allons pouvoir
confirmer les résultats obtenus avec I’hydralazine et affiner 1’étude en induisant des cycles, sur
un plus long terme, afin d’évaluer I’impact des ces épisodes chroniques d’hypoxie sur la BHE,

et par conséquent sur le cerveau, dans le cadre de ces pathologies.

Stratégies envisageées pour inhiber ou réduire 'impact de I’hypoxie sur la
BHE

Nos travaux ont montré qu’un stress hypoxique, aigiie ou répété, entrainait une
altération de la barriere hémato-encéphalique par 1’intermédiaire d’une perte des protéines de
jonctions serrées et une augmentation de 1’expression des transporteurs d’efflux (mécanimes de
défense qui pourrait conduire a une résistance aux médicaments). Or 1’augmentation de
perméabilit¢ de la BHE, induite par D’altération des protéines de jonctions serrées, serait
associée au facteur de I’hypoxie HIF-1a, qui activerait la production de VEGF par les cellules.
Cette production entrainerait une augmentation de perméabilité et une réorganisation au sein
des jonctions serrées (Ogunshola and Al-Ahmad, 2012). De ce fait, certaines études se sont
intéressées a I’impact des inhibiteurs de HIF-1a sur la perméabilité de la BHE. Ainsi, Yeh et al
ont démontré que YC-1 (3-(5’-hydroxyethyl-2’-furyl)-1-benzylindazole), un inhibiteur de HIF-
lo, était capable de prévenir I’augmentation de la perméabilité de cellules endothéliales
cérébrales de rat lors d’une hypoxie aigiic de 24 heures (Yeh et al., 2007). Par ailleurs,
Engelhardt et al démontrent les mémes résultats en utilisant deux inhibiteurs : YC-1 et 2ME2
(méthoxyestradiol) (Engelhardt et al., 2014). Enfin, une étude plus récente menée in vitro et in
vivo, confirme que I’utilisation d’inhibiteurs de HIF-la prévient ’altération de la BHE

entrainée par une hypoxie dans le cadre d’un cedéme cérébral (Yang et al., 2015).
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De ce fait, nous avons débuté une étude dans laquelle notre modele cellulaire est incubé
avec un inhibiteur de HIF-1o avant chacun de nos épisodes hypoxiques. Deux inhibiteurs sont
testés : YC-1 et 2ME2 car ce sont les plus utilisés lors d’études menées sur la BHE (Yeh et al.,
2007; Engelhardt et al., 2014). Nos premiers résultats montrent un effet protecteur au cours du
temps des inhibiteurs sur I’intégrité de notre modéle cellulaire. Une restauration compléte de
I’étanchéité du modele de BHE n’a cependant pas été observée, que ce soit avec YC-1 ou 2ME2.
De plus, YC-1 semble avoir un effet plus efficace que 2ME2 sur nos cellules. Ceci pourrait
s’expliquer par le fait qu’a la concentration utilisée (concentration non cytotoxique pour nos
cellules), HIF-1a n’est pas totalement inhibée. Néanmoins, ce sont des premiers résultats et

donc une répétition de 1’étude est nécessaire.

Toutefois, si ces résultats se confirment cela implique que la voie de HIF-1 ne serait pas
la seule impliquée dans 1’altération de la BHE en situation de stress hypoxique. Par conséquent,
il serait intéressant d’étudier les autres voies possibles comme I’inflammation ou le stress
oxydatif (Figure 44). En effet, des études ont montré que I’hypoxie induisait une augmentation
d’expression de molécules proinflammatoires comme 1’TL-8 pouvant avoir un impact sur la
BHE (Lim and Pack, 2014 ; Kim et al., 2015). Par ailleurs, il a été démontré que la NADPH
oxydase avait un rle important dans les dommages observés au sein de la BHE chez un modele
murin d’ischémie cérébrale (Kahles et al., 2007). Zehendner et al. proposent dans leur étude
que le mécanisme cellulaire majeur conduisant a une ouverture de la BHE, est 1’altération des
jonctions serrées par 1’intermédiaire d’un stress oxydatif li¢ a I’hypoxie (Zehendner et al.,

2013).

212




0OSA
Effects at molecular level

A Oxidative stress Oxygen sensors activated Persistent inflammation
* Hif1a / Hif2a

. Effects on the blt-)od brain barrier .

Changes in vessel permeability
1. Changes in BBB transporters
2. Leak through tight junction
3. Changes in Vascular Pores during angiogenesis

Chronic disease

¢.g. Cognitive Impairment

Figure 44 : L’hypoxie intermittente génére une augmentation de stress oxydatif, active la voie
HIF-1 et induit un état d’inflammation chronique. Hypothése de Lim & Pack. (Lim and Pack,
2014).

L’inflammation et son impact sur la BHE, au cours d’une hypoxie intermittente, sur la
BHE sera étudiée lors d’études futures par une nouvelle étudiante en doctorat au sein du
laboratoire SNA-EPIS, puisque des travaux préliminaires menes au laboratoire ont montré une

sécrétion de cytokines inflammatoires aprés des épisodes hypoxiques.

L’implication du stress oxydatif, dans le cadre d’une hypoxie intermittente, sur la BHE
n’est pas a écarter et pourrait faire 1’objet d’autres sujets d’étude au sein du laboratoire, lors de

projets futurs.

Perspectives personnelles

Apres la fin de ma theése et de mon contrat d’ATER, je souhaite effectuer un « post-
doctorat » a I’étranger dans un pays anglophone, toujours dans le domaine de la barriére
hémato-encéphalique et des pathologies associées a son altération. L’ojectif de « ce post-
doctorat » est de parfaire et d’apprendre de nouvelles techniques ainsi que des nouvelles
thématiques de recherche comme la maladie d’Alzheimer. Enfin je souhaite, a long terme,
postuler pour un poste de Maitre de Conférence qui me permettra d’associer une activité¢ de

recherche et d’enseignement.
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ABSTRACT

The blood-brain barrier (BBB) is the essential structure of the central nervous system (CNS),
located at the level of brain capillaries. The BBB is responsible for the maintenance of cerebral
homeostasis and its protection. Indeed, diseases affecting the CNS are often related to a disorder at the
BBB’s site. One of the several factors which can alter the homeostasis of the CNS, is hypoxia because
the brain is one of the the first consumer of oxygen of the body. Several studies showed that acute
hypoxia (mimic transient brain ischemia or stroke), could alter BBB permeability. However, some
disorders are related to intermittent hypoxia, particularly sleep related breathing disorders, such as sleep
apnea syndrome. This intermittent hypoxia does not seem to be innocent on the brain structure and
function, since studies in humans have demonstrated that these patients suffer from cognitive disorders.
The challenge in the study of such pathologies is represented by a better understanding of mechanisms
leading to this alteration, in order to develop adequate therapeutic strategies. Nevertheless, few studies
have focused, to date, on the impact of intermittent hypoxia on the BBB, due to the complexity of the
brain structure in vivo. In this regard, in vitro BBB model appear to be suitable tools for the study of
BBB in pathologies conditions. The aim of this thesis was to set up an in vitro BBB model suitable for
the study of BBB’s integrity after repeated hypoxic stress exposure.

Our proposed in vitro model is a contact co-culture model composed of mouse immortalized
cerebral endothelial cells and rat immortalized astrocytes. Indeed, several studies showed the importance
of interactions between astrocytes and endothelial cells in the establishement of the BBB barrier
phenotype. We have developped a murine model in order to be in line with studies carried out in mice
in the laboratory. This model was characterized in terms of TEER, membrane permeability, tight
junction proteins and efflux transporters. This model meets the expected criteria for an in vitro BBB
model and it is fast to set up.

The cellular impact of intermittent hypoxia is difficult to investigate in vitro because it is rapidly
reverted. Therefore, we have set up an alternative induction method of hypoxic stress by a chemical
agent, hydralazine, which is reproducible, controllable and reversible, in order to study the cellular and
molecular mechanisms induced by activation of an hypoxic pathway at the BBB level. This method was
validated by comparison with physical hypoxia exposure of the same BBB model. Results showed that
HIF-1a induction (hypoxia factor) was similar between induction by hydralazine or using physical
hypoxia.Then we studied the impact of repeated hypoxic stress on BBB’s integrity during 24 hours
exposure. Our results showed that repeated hypoxic stress progressively altered the paracellular pathway
of endothelial cells by decreasing the expression of tight junction proteins in our model. Moreover,
transcellular pathway was also affected because the activity of efflux transporters was gradually
increased.

This work presents an alternative induction method of hypoxia which is controllable and
reproducible over time. In addition, it is the first in vitro study that investigates the consequences of
repeated hypoxic stress on the integrity of BBB. This work allowed to bring us primary answers on
cellular and molecular mechanisms potentially involved in pathologies related to repeated hypoxic
stress.

Key words : blood-brain barrier, hydralazine, repeated hypoxia, in vitro model, integrity
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