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Discovery of new receptors mediating transcytosis across the blood-brain

barrier

Abstract

The blood-brain barrier is extremely selective to protect the brain from xenobiotics in systemic
circulation. These physiological properties are linked to the cerebral microvascular endothelial cells.
This brain protection is a major drawback to treat cerebral pathologies with biotherapeutics and
specifically with antibodies. The best current strategy to cross the blood-brain barrier with antibodies
is the "Trojan horse" strategy, making use of receptors mediating transcytosis across the blood-
brain barrier. A common drawback of these receptors mediating transcytosis is that they are

ubiquitous.

The objective of the work presented here was to find new receptors mediating transcytosis through

the blood brain barrier.

We have established and characterized new in vitro blood-brain barrier models with primary
microvascular cerebral endothelial cells from non-human primates. Then we experimented two

different strategies to find new receptors mediating transcytosis.

Firstly, we used the results of a transcriptomic and proteomic study which led us to explore the
ITM2A target. The low expression of this protein in mice prevented us to demonstrate a potential
"Trojan horse" property. We were able to highlight some pitfalls of transcriptomic studies and the

challenge of validating new receptor-mediating transcytosis targets at the blood brain barrier.

Secondly, we immunized mice with cerebral microvascular endothelial cells from primates. The
resulting immune library was screened in our in vitro models to select transcytosed antibodies. The
targets of our antibodies were deconvoluted to identify their receptor. Among these, we have
identified a subfamily of beta1 integrins. This is the first report of anti-beta1 antibodies able to
perform transcytosis. Thus, we have demonstrated the possibility of implementing this innovative
strategy, and highlighted improvements to be done to generate even more relevant results.

Key words: Blood Brain Barrier, transcytosis, antibodies, in vitro models, ITM2A, integrins



Découverte de nouveaux recepteurs capables de médier la transcytose a
travers la barriere hémato-encéphalique

Résumeé
La barriere hémato-encéphalique est extrémement sélective pour protéger le cerveau des

xénobiotiques présents dans la circulation systémique. Ces propriétés physiologiques sont liées aux
cellules endothéliales microvasculaires cérébrales qui la constituent. Cette protection du cerveau
peut étre un obstacle lorsque l'on veut soigner des pathologies cérébrales avec des
biothérapeutiques et notamment des anticorps. Une stratégie répandue pour traverser la barriére
hématoencéphalique avec des anticorps est la technique du « cheval de Troie ». Elle utilise des
récepteurs qui ont la capacité de médier la transcytose a travers la barriére hémato-encéphalique.

Leur inconvénient commun est qu'ils sont ubiquitaires.

L'objectif des travaux présentés ici est de trouver de nouveaux récepteurs capables de médier la
transcytose a travers la barriere hémato-encéphalique.

Nous avons établi et caractérisé de nouveaux modéles de barriéere hémato-encéphalique in vitro
avec des cellules primaires endothéliales microvasculaires cérébrales de primates non humains.
Puis nous avons expérimenté deux stratégies différentes pour trouver de nouveaux récepteurs

médiant la transcytose.

Avec la premiere stratégie, nous avons utilisé les résultats d'une étude transcriptomique et
protéomique qui nous ont conduit a explorer la cible ITM2A. Cette protéine étant finalement peu
exprimée chez la souris, nous n'avons pas pu mettre en évidence un potentiel d'utilisation comme
« cheval de Troie ». Cette étude nous a permis de mettre en évidence certains écueils liés aux
études transcriptomiques et la difficulté de valider de nouvelles cibles capables de médier la

transcytose.

Avec la seconde étude, nous avons immunisé des souris avec des cellules endothéliales
microvasculaires cérébrales de primates pour obtenir une banque immune que nous avons criblée
dans nos modéles in vitro pour sélectionner les anticorps transcytosés. Ensuite, nous avons
déconvolué les cibles des anticorps pour retrouver leurs récepteurs. Nous avons identifié une sous-
famille d'intégrines beta1. Ceci est le premier exemple d'anticorps anti-intégrine beta1 capables de
médier la transcytose. Ainsi, nous avons démontré la possibilité de mise en ceuvre de cette stratégie
innovante, tout en mettant en évidence les points d'amélioration pour aboutir a des résultats encore

plus pertinents.

Mots clés : Barriere hémato-encéphalique, transcytose, anticorps, modéles in vitro, ITM2A,

intégrines
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1 Introduction

En 2002, Pardridge alertait déja sur la nécessité de développer le passage de biothérapeutiques a
travers la Barriere Hémato-Encéphalique (BHE). En effet, seulement 2% des molécules
développées pour les pathologies du cerveau franchissent la BHE (1). Hormis quelques exceptions
que nous détaillerons plus loin, il n’y a pas de biothérapeutiques capables de traverser facilement
la BHE. Le réle physiologique de cette barriere est de protéger le cerveau de substances toxiques
qui pourraient circuler dans le sang mais elle empéche également les molécules thérapeutiques
d’atteindre leur cible en cas de pathologies cérébrales. Nous allons dans un premier temps détailler
brievement la BHE et son fonctionnement. Nous ferons ensuite un état des lieux des stratégies
utilisées jusqu’a présent pour trouver de nouveaux récepteurs capables de médier la transcytose a
travers la BHE. Cette introduction donnera les éléments permettant de comprendre le travail réalisé
dans le département Tissue Barriers de Sanofi dirigé par Dominique Lesuisse pour essayer de
découvrir de nouveaux récepteurs capables de médier la transcytose (RMT). Ce projet
technologique a été initi€ chez Sanofi afin de répondre a un besoin médical non satisfait qui
permettrait de faire entrer des biothérapeutiques dans le cerveau pour traiter des pathologies

cérébrales.

1.1 La barriere hémato-encéphalique

1.1.1 Mise en évidence
Paul Ehrlich a travaillé a la fin du XIXéme siécle sur une chimiothérapie ciblée a I'aide de colorant
cytotoxique pour éradiquer le trypanosome responsable de la maladie du sommeil en Afrique (2).
C’est dans ce contexte que dés 1885, il avait rapporté que plusieurs colorants hydrosolubles injectés
en périphérie ne coloraient pas le cerveau et la moelle épiniére. Il avait alors attribué cette
observation a une faible affinité du tissu nerveux pour le colorant. D’autres auteurs avaient un peu
plus tard confirmé ces observations. En 1898, Biedl et Kraus avaient montré que les acides
choliques (acides biliaires) qui provoquent des convulsions et le coma lorsqu'ils sont injectés dans
le cerveau, ne sont pas toxiques lorsqu'ils sont injectés dans le systéme circulatoire. En 1900,
Lewandowsky avait rapporté des résultats similaires avec le ferrocyanure de potassium et
également conclu qu'il y avait une perméabilité limitée de la périphérie vers le cerveau. Il avait
attribué le terme « bluthirnschranke » soit barriere hémato-encéphalique a ce phénomeéne. En 1913,
I'éléve de Ehrlich : Edwin Goldmann a montré que le colorant bleu trypan soluble dans I'eau injecté
dans le liquide céphalorachidien (LCR) d’un jeune lapin, a coloré tous les types de cellules dans la
moelle épiniére, le tronc cérébral ou le cerveau, ainsi que les nerfs optiques, les scléres et les bulbes
olfactifs mais n'a pas réussi a pénétrer dans la périphérie (2). Dans la Figure 1, il représente une

vue d’ensemble du systeme nerveux central (SNC) d’'un jeune lapin injecté avec 0,5 ml d’'une
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solution bleu trypan de 0,5% dans le « cul-de-sac » lombaire. La Figure 1 A est une vue dorsale et

la Figure 1 B est une vue ventrale.

o~
. “f? (8)

£

TRENDS b Maurcschnces

Figure 1 : lllustration de la mise en évidence d’une BHE en 1913 par Edwin Goldman (2). A : vue
dorsale du cerveau, des globes oculaires et de la moelle épiniere B : Vue ventrale du cerveau et du
tronc cérébral.

Goldmann n’a pas effectué d’injections de colorant dans les ventricules cérébraux ou le parenchyme
cérebral (2). Il contredit la conclusion de Ehrlich d'une affinité de liaison inférieure du systéme
nerveux central pour ces colorants, et soutient I'hypothése de Lewandowsky de I‘existence d’'une
BHE. En 1967, Reese et Karnovsky ont utilisé la microscopie électronique a haute résolution pour
démontrer que la peroxydase de raifort (HRP, 40 kDa) ne pouvait pas pénétrer dans le cerveau. Le
produit de la réaction n’est présent que dans les vaisseaux sanguins. Les auteurs font I'hypothese
de la présence de jonctions serrées entre les cellules vasculaires cérébrales (3). Dans la Figure 2
une tranche de cerveau de souris de 50 uym, est observée a un grossissement de 175 et incubée
avec le substrat de la peroxydase. La surface du cortex est vers le haut. Seul le réseau vasculaire

est coloré, HRP ne pénétre pas dans le parenchyme.
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Figure 2 :Cerveau d’une souris injectée en intraveineux avec HRP (3).

Le cerveau humain adulte pése en moyenne 1,5 kg pour un volume de 1200 cm?3. La surface des
microvaisseaux est de 100 a 200 cm? par g de tissu, ce qui correspond a une surface totale de 15
a 25 m2. Par comparaison, la surface de l'intestin est de 300 a 400 m?, le poumon est de 100 m? et
la peau de 2 m2. La longueur totale des microvaisseaux est de 600 km dans le cerveau humain
adulte. La lumiere capillaire encadrée par les jonctions serrées forment une membrane continue et
imperméable qui constitue la BHE au niveau de I'endothélium vasculaire (4,5). Ce réseau sanguin

est visualisé dans la Figure 3.
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Figure 3: Moulage en cire du réseau vasculaire constituant la BHE image du domaine public réalisée
par Pete Gaillard (6).

Le cerveau humain est composé de 100 milliards de neurones et autant de cellules gliales. Les
neurones, les astrocytes, la microglie et les péricytes représentent prés de 80% du volume cérébral.
L'espace extracellulaire occupe 15% du volume cérébral, et le systéme vasculaire cérébral prés de
3%. Les capillaires du cerveau ont un diamétre de 7 a 10 uym et la distance intercapillaire moyenne
est d'environ 40 ym. Par conséquent, le corps cellulaire d'un neurone est généralement a 10 a 20
pum du capillaire le plus proche. Le cerveau a besoin d'un environnement local étroitement régulé
pour que les cellules fonctionnent. Le cerveau peut rapidement augmenter le flux sanguin et 'apport
d’'oxygéne dans les régions activées, c'est le couplage neurovasculaire. Le maintien de
I'hnoméostasie et la protection contre des agents pathogénes constituent un défi majeur car la
surface de microvascularisation est trés grande (15 a 25 m?). Les concentrations d'eau, d'ions,
d'acides aminés, d'hormones et de neurotransmetteurs fluctuent dans le sang en fonction de I'apport
et de la dépense énergétique. Ces variations ne doivent pas avoir lieu dans le cerveau sinon
I'activité neuronale serait incontrélée. Le cerveau étant contenu dans un volume fixe dans le crane,
et une réponse inflammatoire entrainant une augmentation de la pression intracranienne ou un
cedéme cérébral, le transport des cellules immunitaires doit également étre régulé. Enfin, I'entrée
de toxines et d'agents pathogénes, tels que les bactéries et les virus circulant dans le sang, peut
entrainer la mort des cellules neuronales. Elle est donc proscrite. Par conséquent, le passage de la

lumiére des capillaires vers le parenchyme doit étre parfaitement régulé. C’est la BHE qui est
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responsable du maintien de I'homéostasie du cerveau en régulant I'environnement chimique, le

transport des cellules immunitaires et I'entrée des xénobiotiques (4) (7).

1.1.2 Structure
La BHE est constituée de cellules endothéliales reliées entre elles par des jonctions serrées. Ces
cellules sont associées a plusieurs types cellulaires qui forment le complexe neurovasculaire (CNV)
(8): une cellule endothéliale enroulée sur elle-méme et entourée de péricytes et de pieds
astrocytaires comme schématisé dans la Figure 4. Nous allons détailler chaque type cellulaire dans
les paragraphes suivants.

A

Figure 4: Composants associés a la BHE. (A) Représentation schématique des types cellulaires au
sein d’un complexe neurovasculaire. (B) Microscopie électronique d'une coupe transversale d'un
vaisseau du SNC illustrant une relation entre les cellules endothéliales (CE), les péricytes (PC) et
les astrocytes. (C) Image de microscopie électronique agrandie des CE illustrant une relation entre
les CE (avec jonctions serrées [TJ]), les PC, les membranes basales (BM) et les pieds terminaux
des astrocytes (AE) (9).

1.1.2.1 La BHE

1.1.2.1.1 Cellules endothéliales

Les capillaires sont les plus petits vaisseaux sanguins cérébraux. lls représentent environ 85 % de
la longueur des vaisseaux cérébraux et couvrent une surface de prés de 12 m? chez 'homme. Les
plus petits vaisseaux de la BHE sont constitués d’une seule cellule endothéliale qui fait des jonctions
serrées sur elle-méme. Contrairement aux capillaires systémiques qui sont trés perméables, les
capillaires cérébraux présentent un faible taux de flux trans-endothélial ce qui restreint I'entrée de
la plupart des molécules dérivées du sang dans le cerveau. Cependant, il y a des transporteurs
spécialisés et des récepteurs dans I'endothélium du cerveau qui facilitent le transport a travers la
BHE (7). Je les détaillerai ci-dessous. Les cellules endothéliales cérébrales montrent des profils
transcriptomiques différents selon qu’il s’agit de veines, artéres ou capillaires. Par exemple, les
capillaires sont LAMA1 (Laminin alpha 1, un des composant principal de la laminine) négatifs

comparés aux veines et artéres qui sont LAMA1 positives (10). Les cellules endothéliales cérébrales
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sont des cellules polarisées avec des compartiments membranaires luminaux et abluminaux
distincts. Ainsi, les mouvements entre le sang et le cerveau sont étroitement contrélés grace a des
propriétés de transport cellulaire régulées (9,11). Contrairement a d’autres organes, les cellules
endothéliales cérébrales présentent des taux plus faibles de pinocytose ou de transport par
vésicules non spécifiques (12). La surface face au sang, ou surface luminale, est recouverte par le
glycocalyx, un revétement semblable a un gel composé de glycoprotéines, de protéoglycanes et de
glycosaminoglycanes (13). La membrane des cellules endothéliales orientée vers le cerveau ou
abluminale est intégrée dans une membrane basale (BM) riche en protéines servant d’échafaudage
cellulaire essentiel pour les interactions avec les cellules voisines (14). Les cellules endothéliales et
les péricytes sécrétent les protéines de la matrice extracellulaire qui composent la membrane basale
endothéliale. Il s’agit d’'un réseau réticulé composé de collagéne de type IV, de laminines o4 et a5,
de nidogéne, de protéoglycanes de sulfate d’héparane et de quelques glycoprotéines. Une
caractéristique unique des microvaisseaux du systéme nerveux central est la présence d'une
deuxieme membrane basale, appelée membrane basale parenchymateuse, qui est sécrétée par les
astrocytes. La membrane basale parenchymateuse est moléculairement distincte de la membrane
basale endothéliale. Elle est composée de laminines a1 et a2 a la surface du cerveau et avec des
laminines a2 aux espaces périvasculaires. Au niveau capillaire, 'espace périvasculaire fusionne
avec la membrane basale endothéliale, tandis qu’au niveau des veinules post-capillaires, il y a un
petit espace périvasculaire entre ces deux membranes basales. La configuration tridimensionnelle
et les composants de ces membranes basales hébergent des signaux spécifiques pour la
croissance cellulaire et la survie pendant le développement et le maintien ultérieur de la BHE, tout
en apportant un soutien physique au systeme vasculaire (15). La monocouche de cellules
endothéliales est gainée par des cellules murales (péricytes dans les capillaires et cellules

musculaires vasculaires lisses dans les artérioles et les artéres) et par les pieds astrocytaires (7).

1.1.2.1.2 Jonctions serrées

Les propriétés d’étanchéité de la BHE sont amenées par la présence de jonctions particulieres sur
les cellules endothéliales microvasculaires cérébrales. Ce sont les jonctions serrées qui sont
maintenues paralléles a la lumiére du vaisseau grace a des protéines spécifiques. Cette structure

est visible au microscope électronique (Figure 6).
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Figure 5: Structure anatomique de la BHE. (A) Ultrastructure d’une cellule endothéliale primaire de
cerveau de rat en culture vue au microscope électronique (B) Région agrandie : détails
morphologiques. Echelles A : 1um, région agrandie : 500 nm ; B : 500 nm (16).

En plus d'exprimer des protéines de jonction adhérente (AJ) conventionnelles telles que la VE-
cadhérine (Vascular Endothelial cadhérine) et la PECAM (Platelet endothelial cell adhesion
molecule ou Cluster Differentiation (CD)31), les cellules endothéliales des microvaisseaux
cérébraux adjacentes sont cousues ensemble par des jonctions serrées, réduisant le transport
paracellulaire entre les cellules voisines. Les jonctions serrées sont formées par des interactions
entre les protéines transmembranaires, les claudines, les occludines et les molécules d'adhésion
jonctionnelle (JAM), qui sont liées au cytosquelette par des protéines adaptatrices telles que ZO-1

et la cinguline (17).

Les claudines sont une classe de tétraspanines de plus de 25 membres qui sont caractérisées par
un enchainement typique d’acides aminés W...GLW...C...C dans la premiére boucle extracellulaire.
Des preuves in vitro suggérent que les claudines sont essentielles a la formation de la barriére
paracellulaire. L'expression des claudines est suffisante pour former des brins de jonctions serrées
dans les fibroblastes, et la perturbation des claudines diminue les propriétés de barriére
paracellulaire des cellules rénales madin-Darby canin kidney (MDCK1). Il a été démontré que la
claudine 5 (CLDN5) est fortement exprimée par les cellules endothéliales du systéme nerveux
central, et les souris dépourvues de CLDNS5 présentent une BHE perméable. D'autres claudines,
dont CLDN12 et CLDN3, ont été identifiées sur la BHE (9).

L'occludine est une tétraspanine exprimée par les cellules épithéliales et les cellules endothéliales
du systéme nerveux central. Si les interactions homotypiques entre occludines sont perturbées,
'étanchéité de la barriere est impactée. L'occludine est fortement enrichie dans les cellules
endothéliales du systéme nerveux central par rapport aux cellules endothéliales périphériques ce
qui indique qu'elle peut étre un composant important de la barriere. Cependant, les souris

déficientes en occludine ont une barriére épithéliale normale et une BHE fonctionnelle. Ces souris
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ont une calcification du systeme nerveux central suggérant que I'occludine régule spécifiquement

le flux de calcium a travers la BHE (9).

Les JAM sont des membres de la superfamille des immunoglobulines qui forment des interactions
homotypiques au niveau des jonctions serrées dans les cellules épithéliales et les cellules
endothéliales. Les JAM régulent l'extravasation des leucocytes ainsi que la perméabilité

paracellulaire. En particulier, JAM4 a été identifié sur la BHE chez la souris (9).

Les complexes d'adhésion transmembranaire sont liés au cytosquelette par une série d'adaptateurs
cytoplasmiques, notamment ZO-1, ZO-2, Cingulin et JACOP (junction-associated coiled-coil
protein). De plus, les jonctions serrées interagissent avec les jonctions adhérentes basales, qui
relient toutes les cellules endothéliales et sont constituées de molécules d'adhésion endothéliale
vasculaire et de PECAM1, et sont liées au cytosquelette par des caténines. Beaucoup des protéines
de jonctions serrées identifiées, y compris CLDN5, CLDN 12, ZO-1 et ZO2, semblent étre exprimées
par les cellules endothéliales dans tous les tissus. Ainsi, une question majeure est de savoir
pourquoi seules les cellules endothéliales du systéme nerveux central forment cette barriére
étanche et non les cellules endothéliales des autres tissus. L'analyse transcriptionnelle comparant
les cellules endothéliales du systéeme nerveux central aux cellules endothéliales périphériques
suggére que plusieurs adaptateurs cytoplasmiques, y compris JACOP et MPP7, ainsi que les
molécules tricellulaires des jonctions serrées, LSR et marveld2, sont enrichis sur la BHE. Ces
molécules peuvent étre critiques pour la formation de cette barriére (9). L'expression spécifique de
l'occludine au niveau de la BHE est bien documentée, cependant, I'enrichissement de Jam4 et
marveld2 dans les cellules endothéliales du systéme nerveux central est une découverte
nouvelle. Marveld2 scelle les jonctions serrées aux points de rencontre de trois cellules. Les cellules
endothéliales des capillaires de la BHE forment des jonctions serrées avec des cellules
endothéliales adjacentes, ainsi que des jonctions intracellulaires lorsqu'elles se replient sur elles-
mémes pour former le tube du vaisseau. Ainsi, les adhérences tripartites au niveau de la BHE
pourraient étre l'interface entre les brins de jonctions serrées intercellulaire et intracellulaire (18).
Les différentes jonctions présentes sur la BHE sont représentées dans le schéma suivant (Figure
7).
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Figure 6: Jonctions de la BHE avec la lame basale des microvaisseaux cérébraux(19).

Les interactions des cellules endothéliales (et des astrocytes) avec les composants de la matrice
extracellulaire et la lame basale sont facilitées par les intégrines, des récepteurs hétérodimériques
af. Les intégrines se lient de maniére extracellulaire aux laminines et a la fibronectine pour attacher
la matrice extracellulaire au cytosquelette. Le dystroglycane, un complexe de sous-unités a et 3 qui
se lient aux laminines, a l'agrine et au perlecan fournit des liens supplémentaires entre la matrice

extracellulaire et le cytosquelette (19).

1.1.2.2 Complexe neurovasculaire
Les cellules endothéliales cérébrales qui constituent la BHE sont associées a d’autres types

cellulaires. Cet ensemble constitue le CNV.

1.1.2.2.1 Péricytes
Le mot péricyte vient de « péri » qui signifie « autour » et « cyte » du latin, qui a des origines du
grec « kytos » (cellule), illustrant une cellule encerclant un vaisseau sanguin. C’est au 20éme siécle
que le scientifique allemand Karl Wilhelm Zimmermann a renommé péricyte les cellules de Rouget
décrites au 19°™¢ siécle par un scientifique frangais, Charles-Marie Benjamin Rouget, comme une
population de cellules contractiles dans de petits vaisseaux sanguins. Les péricytes ont de longs
prolongements autour des parois des vaisseaux sanguins et sont dispersés dans tous les tissus. lls
encerclent les cellules endothéliales et communiquent avec elles le long des vaisseaux sanguins
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par signalisation paracrine et contact physique (20). Dans le cerveau, le rapport des cellules
endothéliales aux péricytes est d'environ 1 :3 comparé a 1 :100 en périphérie (17), ce qui démontre
limportance des péricytes cérébraux. Les péricytes participent au développement, a la maturation
et a la perméabilité des vaisseaux sanguins, tout en contribuant a leur architecture. lls régulent le
flux sanguin et affectent la coagulation. Les péricytes collaborent avec les astrocytes, les neurones
et les cellules endothéliales, formant le complexe neurovasculaire, pour réguler le maintien de
I'intégrité fonctionnelle de la BHE. Par exemple, la signalisation de la sous-unité B du facteur de
croissance dérivé des plaquettes (PDGFB), exprimée par les péricytes est indispensable a la
formation et a la maturation de la BHE. En outre, les péricytes remplissent plusieurs fonctions
immunitaires et contribuent a I'élimination des sous-produits cellulaires toxiques. lls ont une activité
phagocytaire directe dans le cerveau. Les péricytes cérébraux différent de ceux de la périphérie par
leurs origines embryonnaires. Alors que les péricytes des organes ccelomiques sont dérivés du
meésoderme, les péricytes cérébraux sont d'origine neuroectodermique et des études récentes ont
montré qu'une sous-population de péricytes dans le cerveau embryonnaire peut provenir de
progéniteurs hématopoiétiques (20). Des lignées de souris transgéniques établies par Hartmann et
al mettent en évidence par imagerie a haute résolution, des populations de péricytes avec des
différences structurelles selon les vaisseaux auxquels ils sont associés (21). Les souris
transgéniques délétées pour Pdgfrp -/- meurent au stade embryonnaire. En générant des souris
Pdgfr F7/F7 avec une population péricytaire diminuée de 50 a 60%, Daneman et al ont démontré
que le nombre de péricytes détermine la perméabilité relative des vaisseaux du systeme nerveux
central pendant le développement. La perméabilité de la BHE est inversement corrélée au nombre
de péricytes (22). Des démonstrations de perméabilité ont également été réalisées dans des souris
transgéniques Pdgfrf -/- par Mihajlica et al avec des petites molécules et ils sont arrivés aux méme
conclusions (23). Une autre étude des cellules endothéliales de souris appauvries en péricytes
(PdgfrB ret/ret) met en évidence un basculement du phénotype artére vers veine et un réle inattendu
de Angpt2 (angiopeptin 2, antagoniste de Tie2). En effet, alors que ces souris présentent une
expression forte mais hétérogéne d’ANGPT2 comparées a des souris normales qui en expriment
trés peu, les régions sans péricyte ou la BHE est la plus perméable sont dépourvues en Angpt2.
Donc, malgré un réle évident des péricytes dans la fonction cérébrale, leurs interactions avec les
cellules endothéliales ne sont pas élucidées (24). Cette revue met en garde sur la méconnaissance
des péricytes et de leurs fonctions associées. Les marqueurs couramment utilisés des péricytes du
systéme nerveux central comprennent le PDGFRg et le protéoglycane de sulfate de chondroitine
NG2 (codé par CSPG4). Cependant, aucun des deux marqueurs n'est spécifique des péricytes car
ils sont également exprimés par les fibroblastes et les cellules progénitrices d'oligodendrocytes,
respectivement, et a des niveaux inférieurs dans les cellules musculaires lisses

vasculaires. Beaucoup de fonctions proposées pour les péricytes ont été déterminées dans des
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études qui se sont appuyées sur ces marqueurs (en particulier PDGFRp) pour leur identification. Par
conséquent, de nombreuses conclusions tirées de ces études peuvent ne pas étre spécifiques des
péricytes. Des études de séquencgage ont identifié d'autres marqueurs potentiels des péricytes,
notamment KCNJ8 et ABCC9, bien que ces marqueurs soient rarement utilisés pour identifier les

péricytes (25).

1.1.2.2.2 Astrocytes

Les astrocytes sont impliqués dans de multiples processus dans le cerveau, notamment la
régulation de la concentration d'ions et d'eau, la clairance des neurotransmetteurs, la prolifération
des cellules souches, le contréle du nombre de synapses et le maintien de I'intégrité de la BHE.
Morphologiquement, les astrocytes sont généralement en forme d'étoile avec des prolongements
émanant du corps cellulaire, avec un diamétre global d'environ 140 um dans le cerveau humain.
Les astrocytes interagissent avec les cellules endothéliales microvasculaires grace a des pieds
astrocytaires qui s'enroulent autour du capillaire (Figure 5). Dans cette figure, les noyaux des
cellules sont colorés en bleu (TOPRO3), les prolongements astrocytaires en jaune (GFAP) et la
glycoprotéine P (P-gp) utilisée comme marqueur luminal de la membrane des cellules endothéliales

microvasculaires est colorée en violet. Un astrocyte peut entrer en contact avec plusieurs capillaires

(4).

Figure 7 : Image de microscopie confocale d’un microvaisseaux de rat entouré de pieds
astrocytaires L’image est fournie par Dr. Bruno Saubaméa (Plateforme d’imagerie cellulaire, Faculté
de Pharmacie, Université Paris Descartes)

Les astrocytes forment des contacts avec les microvaisseaux et les synapses entre les neurones,

et jouent un réle important dans l'adaptation du transport de I'oxygéne et du glucose a l'activité
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neuronale grace a la régulation du flux sanguin local. Les astrocytes participent a la formation de la
BHE en améliorant la formation de jonctions serrées, en modulant I'expression et la polarisation des
transporteurs, et en promouvant des systéemes enzymatiques spécialisés. Plusieurs facteurs dérivés
des astrocytes, y compris le facteur neurotrophique dérivé glial (GDNF), le facteur de croissance
basique des fibroblastes (BFGF) et ANGPT1 sont connus pour induire des caractéristiques de BHE
dans les cellules endothéliales (4). Les astrocytes sont en étroite relation avec I'endothélium et les
cellules murales. Ces cellules gliales sont largement présentes dans tout le systéeme nerveux central
et jouent un réle de soutien qui régule le microenvironnement neuronal en contrdlant I'équilibre des
neurotransmetteurs et des électrolytes, la formation des synapses et I'élimination des débris
axonaux. De plus, ils ont des prolongements qui recouvrent les vaisseaux sanguins et les synapses
neuronales, favorisant un lien direct entre les circuits neuronaux et le systéme vasculaire. Plusieurs
études in vitro ont montré qu'avec une co-culture d'astrocytes et de cellules endothéliales, les
protéines des complexes jonctionnels sont régulées a la hausse entre les cellules endothéliales
adjacentes. Cela contribue a une augmentation de l'intégrité de la barriére. La sécrétion de Sonic
Hedgehog, d'acide rétinoique et d'/ANGPT1 par les astrocytes soutient les propriétés de barriére
des cellules endothéliales cérébrales. D'autre part, l'interaction des astrocytes avec les cellules
endothéliales est également tres importante, avec des facteurs sécrétés par les cellules
endothéliales comme LIF1 qui favorisent la différenciation astrocytaire (15). Le facteur Wnt sécrété
par les astrocytes est essentiel au maintien de l'intégrité de la BHE. Guérit et al ont utilisé des souris
transgéniques Knock-Out (KO) pour le géne Evi spécifiquement dans les astrocytes qui permet la
sécrétion de Wnt. lls n‘'ont pas observé de changements significatifs dans la morphologie des
vaisseaux en ce qui concerne la densité et la ramification des vaisseaux ainsi que dans la
distribution de la matrice extracellulaire, malgré la diminution de I'expression des génes cibles de la
voie Wnt dans les cellules endothéliales. Les souris ont présenté un cedéme cérébral Iéger et une
extravasation accrue du traceur fluorescent a I'age de 10 et 40 semaines, partiellement corrélés
avec une régulation négative des génes de jonction comme VE-cadhérine / Cdh5 et zonula
occludens-1 (ZO1) / Tjp1 a 40 semaines, alors que la morphologie et la fonction de la jonction
n’étaient pas affectées. La fréquence d’expression des vésicules endothéliales et de la cavéolin-1
(Cav-1) a été significativement augmentée chez les souris KO Evi. Les souris transgéniques de 40
semaines ont montré une BHE perméable avec une couverture altérée des capillaires cérébraux
par les pieds astrocytaires, mis en évidence par un marquage aquaporine-4 (Aqp4). De plus, la
microscopie électronique a révélé un gonflement important des extrémités astrocytaires chez les
souris transgéniques, suggerant un réle cellulaire autonome des facteurs Wnt astrocytaires via une
voie autocrine (26). L'identification des facteurs sécrétés par les astrocytes qui régulent la fonction
de la BHE suggeére que les astrocytes matures modulent et maintiennent la barriére une fois qu’elle

est formée (9).
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1.1.2.2.3 Membrane basale

Les cellules endothéliales, les astrocytes et les péricytes contribuent a la formation de la membrane
basale en sécrétant les molécules de la matrice extracellulaire. La membrane basale est
principalement composée de protéines structurelles telles que le collagéne de type IV, la laminine
et la fibronectine, et contient également des molécules d’adhésion cellulaire et des protéines de
signalisation. Les membranes basales maintiennent les membres du CNV en place et régulent la
communication intercellulaire. Les interactions entre les membranes basales et leurs cellules
associées sont rendues possibles par deux types de récepteurs transmembranaires matriciels : les
dystroglycanes et les intégrines. Leurs ligands de la matrice extracellulaire sont: laminine,
fibronectine, collagéne de type IV, nidogéne, ostéonectine, glycosaminoglycanes (GAG), agrin et
perlécan. La liaison au ligand conduit a I'activation de divers facteurs de croissance et cascades de
signalisation qui contrélent la croissance, la différenciation, la migration et la survie des cellules
pendant le développement et le maintien de la BHE. La membrane basale de la BHE est
schématisée dans la Figure 8.
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Figure 8 : Représentation schématique de la membrane basale (27).
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Les microvaisseaux sains dans le cerveau se composent de cellules endothéliales spécialisées
avec des jonctions serrées, de leur membrane basale (bleu) et astrocytaire parenchymateuse
(violet) composée de protéines de la matrice extracellulaire, et d'une couverture de pieds

astrocytaires (27).

1.1.3 Propriétés physiques de la BHE

1.1.3.1 Polarité de la BHE

Les cellules endothéliales de la BHE sont polarisées, elles n’expriment pas les mémes récepteurs,
canaux, transporteurs sur la partie exposée au flux sanguin (luminale) que sur celle tournée vers le
parenchyme cérébral (abluminale). La membrane luminale est plus étudiée grace a des marquages
spécifiques depuis les vaisseaux sanguins. Les RMT y sont présents et les études de cette
membrane sont répertoriées dans cette revue récente de Stanimirovic (28). Bien que les jonctions
serrées et la transcytose réduite limitent indistinctement le transport des ions et des molécules, la
sélectivité de la BHE est liée a I'expression polarisée de plusieurs classes de transporteurs de
nutriments (SLC) et de pompes d’efflux. L'expression différentielle de ces transporteurs sur les
membranes luminales et abluminales des cellules endothéliales microvasculaires du cerveau,
régule I'absorption des nutriments dans le systéme nerveux central et I'élimination des déchets. Les
pompes d’efflux de la superfamille des cassettes de liaison ATP (ABC) constituent une autre classe
de transporteurs polarisés. Les petites molécules lipophiles, si elles sont substrats de ces pompes,
diffusent généralement a travers les cellules endothéliales périphériques mais sont activement

renvoyées dans le sang par les cellules endothéliales microvasculaires cérébrales (17).

1.1.3.2 TEER
Les deux paramétres les plus couramment utilisés pour I'évaluation quantitative de la fonction de
barriére sont la résistance électrique transendothéliale (TEER) et la perméabilité. Les mesures de
TEER peuvent étre effectuées en temps réel et n'endommagent pas les cellules. Dans le test
classique de Transwell® (qui sera détaillé plus loin), une monocouche cellulaire est cultivée sur un
insert de membrane, avec des milieux de chaque coté. Une tension (ou un courant) est appliquée
entre les électrodes placées dans les compartiments apical et basolatéral, et I'impédance est
calculée sur la base du courant résultant et normalisée a la surface Figure 9. Cette figure schématise
la mesure de la résistance dans un systéme de voltohmétre utilisant des électrodes baguettes. Les
électrodes (E1, E2) de chaque c6té de la monocouche de cellules sur un filtre poreux sont utilisées
pour déterminer la résistance électrique. Les valeurs TEER a travers les cellules endothéliales
microvasculaires cérébrales humaines ne peuvent pas étre facilement mesurées in vivo. Les valeurs
de TEER a travers les cellules endothéliales de cerveau de rat et de grenouille ont été mesurées
dans un intervalle de 1 200 a 1 900 Q.cm?. En revanche, les cellules endothéliales périphériques
ont un TEER d'environ 10 Q.cm? Les valeurs de TEER pour les cellules endothéliales
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microvasculaires cérébrales (BMEC) primaires sont trés variables, chutant rapidement apres
seulement 1 a 2 passages (17). Les expériences avec des microvaisseaux a la surface du cerveau
de rat ont déterminé que la résistance moyenne des microvaisseaux veineux était de 800 Q.cm? et
la résistance moyenne des microvaisseaux artériels de 2000 Q.cm?, avec une moyenne globale de
1500 Q.cm? (29). Les mesures de TEER ont été largement utilisées pour caractériser les jonctions
serrées. Les mesures de TEER effectuées a travers des cellules cultivées sur Transwell® donnent
des résistances bien inférieures aux valeurs de 1 500 a 2 000 Q.cm? rapportées pour les mesures
in vivo. Les valeurs supérieures a 150-200 Q.cm? sont considérées comme appropriées pour
étudier le transport des solutés et des médicaments. Méme si la comparaison quantitative avec les
mesures in vivo est difficile, les mesures de TEER permettent toujours une évaluation qualitative
des conditions qui induisent les propriétés de la BHE. Par exemple, le rle important des astrocytes
dans l'induction des propriétés de la BHE est démontré par I'augmentation des valeurs TEER
observée par co-culture de cellules endothéliales avec des astrocytes ou dans des milieux
conditionnés par les astrocytes. De méme, I'augmentation du TEER observée dans les modeles tri-
culture fournit une preuve supplémentaire du réle des péricytes dans l'induction des propriétés de
la BHE (4).
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Figure 9 : Méthode de mesure du TEER. RMed : Résistance du milieu de culture cellulaire dans les
deux compartiments, Rpm : Résistance de la membrane des inserts et RE : Reésistance de
l'interface électrode-milieu ; | AC, courant alternatif (30).

Une étude récente de mesure de TEER sur des cellules endothéliales de différentes espéces
montre que le TEER n’est pas forcément corrélé a la perméabilité de la BHE mais plutét a la taille

des cellules qui la constitue. Cela confirme que ce paramétre est une mesure relative de la
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perméabilité de la BHE (31). Dans une revue, Vigh et al présentent les configurations, les électrodes
et les instruments utilisés pour mesurer le TEER a travers les microvaisseaux cérébraux et dans les
modéles de BHE in vitro. Ces travaux mettent en évidence les difficultés de mesures de TEER in
vivo. Les auteurs soulignent l'influence de parameétres physiques et techniques souvent négligés
tels que la température, la viscosité, la densité de courant générée par différents types d’électrodes,
la taille de surface, la circonférence et la porosité de la membrane de I'insert (32). Il est plus juste
de se fier a une évolution du TEER dans un modéle au cours d’une culture de cellules endothéliales

gu’a une mesure seuil absolue.

1.1.3.3 Contraintes de cisaillement

La pression artérielle exerce une force normale a la paroi d'un vaisseau qui impose une contrainte
circonférentielle sur le vaisseau, tandis que le flux sanguin entraine une contrainte de cisaillement,
paralléle a I'endothélium dans le sens du flux sanguin. La contrainte de cisaillement est une force
tangentielle appliquée a I'endothélium vasculaire générée par le flux sanguin. Elle a un réle
modulateur critique de I'expression des jonctions serrées et des transporteurs (33). Ces contraintes
jouent un rdle important dans la régulation de la morphologie et de la fonction des cellules
endothéliales ainsi que dans la médiation d'un large éventail de processus de signalisation et de
transport entre le systéme vasculaire et les tissus environnants. Ces stress participent a la régulation
de la BHE. Les valeurs moyennes temporelles typiques de la contrainte de cisaillement sont
dépendantes du diamétre des capillaires (4). Les cellules endothéliales microvasculaires cérébrales
exposees a une contrainte de cisaillement physiologique deviennent plus plates et plus grandes et
présentent une augmentation du nombre de vésicules d’endocytose, des microfilaments et des
fosses recouvertes de clathrine, ressemblant ainsi plus étroitement a celui du phénotype de la BHE
in vivo. Ces forces mécaniques guident la physiologie et le développement de chaque systéme
organique. En tant que tissu le plus mou du corps humain, le cerveau posséde un
microenvironnement biomécanique particulier. Dans des conditions physiologiques, la pression
intracranienne est maintenue entre 0,05 et 0,1 kPa, elle augmente a 0,3-0,5 kPa lors de la toux ou
des éternuements. Le flux sanguin circulatoire dans le cerveau génére une contrainte de
cisaillement qui s'applique a I'endothélium vasculaire et se transmet aux neurones et aux cellules
gliales autour des capillaires cérébraux. La gamme de force de cisaillement est de 10 a 70
dynes/cm? dans la circulation artérielle et de 2,8 a 95,5 dynes/cm? dans la circulation capillaire. La
large gamme de flux dans les capillaires est en partie due au couplage neurovasculaire et aus
différentes demandes métaboliques. Il a été rapporté que les forces de cisaillement étaient
comprises entre 5 et 23 dynes/cm? dans les vaisseaux capillaires du réseau vasculaire cérébral
humain, tandis que les forces de cisaillement moyennes sont comprises entre 20 et 40 dynes/cm?

dans les capillaires cérébraux de modéles de rongeurs. Cependant, les valeurs de contraintes de
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cisaillement appliquées dans les recherches varient considérablement selon le modele in vitro utilisé
(34). Bien que ces effets aient été largement documentés dans les cellules endothéliales
périphériques, la réponse des cellules endothéliales microvasculaires du cerveau a la contrainte de
cisaillement semble unique. Contrairement a ce que décrit Wang et al (34), Jamieson et al décrivent
que les cellules endothéliales de la veine ombilicale humaine (HUVEC) s'allongent dans le sens de
I'écoulement alors que les cellules endothéliales microvasculaires du cerveau restent arrondies.
D'autres caractéristiques physiques des capillaires, telles que le degré de courbure des vaisseaux,
se sont avérées provoquer un allongement et un alignement des HUVEC mais pas des cellules
endothéliales microvasculaires cérébrales immortalisées, fournissant une preuve supplémentaire
de leur phénotype unique. De nombreux détails sur le phénotype des cellules endothéliales
microvasculaires du cerveau restent a résoudre (17). La contrainte de cisaillement peut également
réguler positivement les génes associés aux protéines jonctionnelles et aux transporteurs (4). Les
contraintes de cisaillement sont un parameétre a prendre en compte pour relativiser les résultats

obtenus dans des modéles statiques de BHE in vitro.

1.1.4 Mécanismes de passage de la BHE
La BHE permet une sélection des molécules qui entrent et sortent du cerveau. Les différents types
cellulaires décrits ci-dessus sont arrangés de fagon particuliére pour une étanchéité quasi-totale de
la BHE. Cette propriété est liée aux jonctions serrées mais également a 'absence de fenestrations,
a un métabolisme différent, et aux transporteurs d’efflux des cellules endothéliales (35). Cependant,

il existe plusieurs voies de passage a travers la BHE qui sont bien définies.
Les différents mécanismes permettant de franchir la BHE sont illustrés a la Figure 10 (36,37).

1.1.4.1 Transport passif

Les petites molécules hydrophiles peuvent utiliser la voie paracellulaire (Figure 10-A), mais cette
voie est minoritaire en raison des jonctions serrées entre les cellules endothéliales cérébrales (38).
Les petites molécules lipophiles telles que les benzodiazépines ou les inhibiteurs de la
cholinestérase utilisent la diffusion passive transcellulaire a travers les membranes lipidiques
(Figure 10-B) (39). Dans les deux cas précédents, il s’agit d’un transport passif qui ne nécessite pas

d’énergie et qui est conditionné a un gradient de concentration entre le sang et le cerveau.

1.1.4.2 Transporteurs

Des protéines de transport liées a la membrane favorisent l'influx dans le cerveau de substances
essentielles, telles que les acides aminés, les sucres, les vitamines, les électrolytes, les
nucléosides, les acides biliaires, éventuellement des protéines (Figure 10-C) (40). Les transporteurs

de nutriments (SLC) en sont une large partie, mais d’autres également tels les canaux ioniques ou
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les pompes. Le transport peut étre soit passif et lié au gradient électrochimique soit actif et lié a un

échange avec un autre soluté.

1.1.4.3 Transport vésiculaire

Il existe ensuite trois types de transport vésiculaires : La diapédése (Figure 10-G) et I'endocytose
en phase fluide (Figure 10-H) ou pinocytose sont utilisées par les cellules, les virus ou les particules
(41). Les protéines plasmatiques solubles telles que l'albumine ou les Immunoglobulines (Ig) G
utilisent cette transcytose en phase fluide ou en masse. C’est la voie principale de transfert a travers
les cellules endothéliales vers les tissus en périphérie, mais elle est trés limitée a travers une BHE
saine (42). Ce transport n’est pas spécifique et entraine tous les solutés présents dans le fluide au
moment de l'invagination. Le deuxiéme transport vésiculaire est destiné aux molécules chargées,
polycationiques, qui peuvent se lier a la membrane plasmique et conduire a un processus
d'endocytose appelé la transcytose médiée par adsorption (AMT) (Figure 10-F). Les histones ou
agglutinines de germe de blé et également I'albumine cationisée utilisent ce mécanisme (42).

1.1.4.4 Transcytose

Enfin, la transcytose médiée par les récepteurs (RMT) (Figure 10-E) est un processus endogene
spécifique permettant le transport cérébral de protéines telles que l'insuline, le facteur de croissance
analogue a l'insuline (IGF), la transferrine, les protéines 1 et 2 liées aux récepteurs des lipoprotéines
de basse densité (LRP1 et 2). Ce transport peut étre dépendant de I'affinité de la molécule pour le
récepteur et de la disponibilité du récepteur. C’est un transport saturable. Le transport actif est

directionnel et peut étre classé en transport d'influx et en transport d'efflux.

L’AMT et le RMT utilisent des processus d’endocytose et d’exocytose de vésicules formées par
invagination de la membrane plasmique apicale. Ces vésicules peuvent étre recouvertes soit de

clathrine, soit de cavéoline (43).

1.1.4.4.1 Transcytose médiée par les clathrines

La clathrine est un hexamére d’environ 650 kDa constitué de trois chaines lourdes et de trois
chaines légéres de tailles comprises entre 100 et 150 nm (44). Plusieurs protéines jouent un role
dans la biogenése des veésicules recouvertes de clathrine au niveau de la membrane plasmique
(45). AP2 (46), un complexe protéique constitué d’adaptines, facilite la formation de fosses revétues
de clathrine. La GTPase dynamine permet a la fosse de se libérer de la membrane plasmique (47),
conduisant a la formation de vésicules recouvertes de clathrine. La couche de clathrine est ensuite
éliminée par 'ATPase HSC70 (48) et la vésicule non revétue fusionne avec des endosomes
précoces pour entrer dans la voie de tri endosomal (43). Le pourcentage de la membrane plasmique
recouverte de clathrine a été estimé a 2% de sa surface totale et varie selon le type cellulaire (49).
Il a été démontré que de multiples RMT tels que TFRC (50), InsR (51) et CDC50A, utilisent une
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transcytose médiée par la clathrine (52,53) bien que certains de ces RMT aient aussi parfois été

associés a un transport meédié par les cavéolines.

1.1.4.4.2 Transcytose médiée par les cavéolines

Les caveéoles sont des invaginations sphériques de la membrane plasmique plus petites que les
vésicules recouvertes de clathrine. La caveéoline-1 (VIP21) est une phosphoprotéine de 22 kDa qui
représente le principal constituant des cavéoles. La famille des cavéolines comprend trois
isoformes: la cavéoline-1, 2 et 3 (54). Les caveolines 1 et 2 sont trouvées au niveau des
microvaisseaux cérébraux et plus particulierement la cavéoline-1 (55), qui a été détectée dans les
cellules endothéliales des capillaires cérébraux, dans les péricytes et les astrocytes. Les cavéoles
se forment dans des régions riches en cholestérol, en sphingolipides et en cavéoline-1 (56). Ce
serait leur composition lipidique riche en cholestérol, qui leur conférerait des propriétés
biophysiques particulierement fluides. Cela leur permet de répondre aux modifications de la
membrane plasmique et a une modulation dynamique du trafic intracellulaire (57). Dans les cellules
endothéliales de la BHE, les cavéoles ne sont pas internalisées de maniere constitutive (58). Les
caveéoles sont associés a des acteurs protéiques tels que la N-ethylmaleimide Sensitive Factor
(NSF), « Soluble NSF Attachment Protein (SNAP) » ou encore les protéines de fusion « vesicle
SNAP Receptor (vSNARE) », impliqués dans le détachement des vésicules de la membrane
plasmique et la fusion a des compartiments intra-cellulaires (59). La cavéoline-1 pourrait étre
associée a des récepteurs comme ceux du facteur de croissance endothéliale vasculaire (Flk-1)
(60), du cholestérol, des acides gras, des lipoprotéines de haute densité (HDLs) (61,62), de la
leptine (63) ou des immunoglobulines G (64). Il a été démontré que la caveéoline-1 régule
I'expression de I'occludine et de ZO-1 dans un modéle de BHE in vitro (65). De nombreuses études,
rapportant des BHE dysfonctionnelles dues a une transcytose accrue, ont incriminé les vésicules
de cavéoline comme les principales contributrices des fuites (66—69). La génération de souris
transgéniques déficientes pour la cavéolin-1 dans I'organisme entier (70,71) ou sur des types

cellulaires ciblés (72) permettront de mieux comprendre ce mécanisme (43).

Les transporteurs d'influx aident les composés a pénétrer dans le cerveau, tandis que les
transporteurs d'efflux déplacent les composés hors du cerveau. Plusieurs transporteurs actifs sont

impliqués dans le passage des médicaments a travers la BHE.

1.1.4.5 Efflux

La plupart des transporteurs d'efflux sont situés au niveau de la membrane luminale (face au sang)
de la BHE (73,74). Les principaux sont la P-gp, la protéine de résistance au cancer du sein (BCRP)
et les protéines associées a la multirésistance 1-9 (MRP-1-9) (Figure 10-D) dont les propriétés sont

d’effluer certains xénobiotiques (75,76). Un efflux beaucoup plus rapide du cerveau vers le sang a
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été observé pour les anticorps, comparé a I'albumine probablement di au récepteur Fc néonatal
(FcRn, Figure 10-D) (77). Paradoxalement, des expériences utilisant des IgG marquées chez des
souris déficientes en FcRn n'ont montré aucune différence majeure dans les rapports d’aire sous la
courbe cerveau/plasma par rapport aux souris sauvages, suggérant que FcRn ne contribue pas de

maniére significative au transport de la BHE chez les souris (78).
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Nous allons maintenant détailler comment il est possible de développer des modeéles de BHE in
vitro rassemblant les caractéristiques propres aux cellules endothéliales microvasculaires

cérébrales.

1.1.5 Les modéles in vitro de BHE

1.1.5.1 Isolement des cellules endothéliales

Plusieurs protocoles ont été établis pour produire des cellules endothéliales primaires (79-90). lls
sont majoritairement basés sur une dissociation mécanique puis enzymatique du tissu, suivi par
une centrifugation sur gradient de densité afin de séparer les microcapillaires les plus denses des
lipides qui sont moins denses. La mise en culture peut se faire apres une éventuelle filtration des
microcapillaires en présence ou non de la puromycine. Cet antibiotique, substrat de la P-gp, permet
de ne maintenir en vie que les cellules exprimant la P-gp a savoir les cellules endothéliales (91). Il

ne modifie pas I'expression des génes (92).

Il faut noter 'immense difficulté a trouver des sources de cellules endothéliales primaires humaines,
nous y reviendrons un peu plus loin au cours de notre travail. Pour pallier cette difficulté I'équipe de
Pierre-Olivier Couraud en 2005 a généré une lignée cellulaire stable a partir de cellules
endothéliales cérébrales humaines nommée hCMEC/D3 (93). Il existe d’autre lignées de cellules
endothéliales cérébrales humaines telles que : hBMEC, TY10 et BB19 (94). La lignée cellulaire
endothéliale microvasculaire cérébrale humaine hCMEC/D3, la lignée cellulaire endothéliale de rat
RBE4 et la lignée cellulaire endothéliale microvasculaire cérébrale de souris bEnd.3 ont la plus
grande fréquence d’utilisation. Depuis l'introduction de la lignée cellulaire hCMEC/D3 dans la
recherche universitaire et industrielle, plus d'une centaine d'articles ont été publiés les utilisant. Bien
que la monocouche hCMEC/D3 affiche des valeurs de TEER modérées (~ 50 Q.cm 2), cette lignée
cellulaire présente des caractéristiques des cellules endothéliales de la BHE et est devenue un
modele couramment utilisé pour les études sur la BHE in vitro. Cette lignée cellulaire est capable
de garder un phénotype endothélial jusqu'a 35 passages, y compris I'expression et la distribution
de protéines des jonctions serrées, des transporteurs et des récepteurs endothéliaux de la BHE.
Toutes ces propriétés les rendent utilisables en routine. bEnd.3 et bEnd.5 sont des lignées
cellulaires immortalisées dérivées de souris disponibles dans le commerce et largement utilisées.
Les cellules bEnd.3 semblent développer une barriére plus étroite que bEnd.5 en raison de niveaux
d'expression plus élevés des protéines de jonctions serrées - claudine-5, occludine et ZO-1. Les
cellules bEnd.3 se développent rapidement et conservent le phénotype endothélial sur plusieurs
passages. RBE4 est I'une des lignées de cellules endothéliales de cerveau de rat immortalisées les
mieux caractérisées et les plus utilisées dans la modélisation de la BHE malgré le fait qu'elle ne

parviennent pas a former les jonctions serrées, entrainant ainsi une perméabilité paracellulaire



élevée (95). Qu'on utilise des lignées ou des cellules primaires, la culture modifie le phénotype des
cellules endothéliales au cours du temps (96).

Plusieurs groupes se sont orientés vers la production de cellules endothéliales dérivées d'iPSC a la
suite de la premiéere publication de Lippmann (97). lls ont établi un protocole de différentiation de
cellules pluripotentes en cellules endothéliales (98) (99). Cependant, le phénotype n’est pas
totalement endothélial, ne présente pas certains marqueurs comme PECAM1 par exemple et

ressemble plus a un phénotype épithélial (100).

Il existe une grande diversité de modeles de BHE in vitro liée a la source de cellules utilisées, au

nombre de types cellulaires représentés, a la condition statique ou dynamique.

1.1.5.2 Modele de Transwell®

Pour permettre des études sur le transport des médicaments, des progrés dans la configuration de
la culture ont été réalisés, aboutissant a une culture cellulaire sur une membrane filtrante suspendue
dans un puits, le systéme dit Transwell®. Il est représenté sur la Figure 11. Le systéme Transwell®
est un systéme de diffusion verticale a travers une couche de cellules endothéliales céte a cote. Il
est constitué d’'une membrane microporeuse semi-perméable sur laquelle les cellules ensemencées
sont immergées dans un milieu de culture. Elle sépare les compartiments vasculaires (apical ou
luminal) et parenchymateux (basolatéral ou abluminal). Les systemes de Transwell® sont idéaux
pour les études cinétiques linéaires du transport en raison des volumes fixes de chaque

compartiment (101).
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Figure 11: Schéma d’un dispositif Transwell®. Image créée par Biorender.

Les modéles de BHE in vitro utilisant des Transwell® sont différents selon les matériaux qui
constituent la membrane perméable (102,103). Les membranes en polycarbonate sont translucides
et compatible avec la plupart des fixateurs et colorants organiques mais ne sont pas transparentes
a la lumiere. Les membranes en PET (polyester) sont transparentes au microscope en contraste de
phase ce qui permet de suivre I'évolution de la culture. La taille et la densité des pores doit étre
prise en compte selon les expériences réalisées. La migration cellulaire n’est pas possible sur des
pores inférieurs a 3um. Certains auteurs mettent en garde sur I'influence des membranes sur les
mesures de TEER (32).
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Le revétement utilisé sur ces membranes pour I'adhésion et la prolifération des cellules peut varier
d’'un modeéle a un autre. Le collagene est utilisé, il peut étre complété avec de la fibronectine ou

d’autres protéines de la matrice extracellulaire (104).

Ces dispositifs peuvent étre ensemencés de différentes fagons avec des mono-, co- ou tri-cultures.
Plusieurs de ces modeéles statiques différents sont publiés et ils ont tous leurs propriétés
intrinséques (85,96,105-112).

1.1.5.3 Monocultures vs co ou tri-cultures

La diversité des modéles de BHE in vitro vient de la nature des cellules endothéliales utilisées. Elles
peuvent provenir d’especes différentes. Elles peuvent étre primaires ou provenir de lignées.
L’utilisation est différente. Les cellules endothéliales primaires sont plus délicates a produire selon
'espece utilisée. Les sources de cerveau humain sont trés rares et le temps entre le décés et la
mise en culture est primordial. Les sources de cerveau de souris sont beaucoup plus faciles a
obtenir mais le rendement de production des cellules endothéliales est assez faible. Le probleme
majeur, quelle que soit I'espéce, reste la disparition du phénotype en fonction du temps passé en
culture, du nombre de passage et de la congélation des cellules (Figure 12) (96) (113).
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Figure 12 : Evolution du TEER au cours d’une culture de cellules endothéliales primaires cérébrales
humaines ou de rat aprés 1 ou 2 passages (113).

Les cellules endothéliales cérébrales primaires sont produites en quantité limitée mais elles ont un
phénotype plus proche de celui des cellules de la BHE in vivo. L'utilisation de lignée de cellules
endothéliales est plus simple mais elles présentent un phénotype plus éloigné des cellules

40



endothéliales in vivo. Etant disponibles en plus grande quantité, elles vont plus facilement permettre
de réaliser des tests de criblage.

Les monocultures endothéliales sont les modéles de BHE in vitro les plus simples. Dans de tels
modeles, des cellules endothéliales cérébrales de différentes espéces comme murine, porcine,
singe, rat, bovin et humain sont cultivées sur une membrane semi-perméable, a travers laquelle, la
perméabilité est évaluée. Ces cellules sont généralement cultivées sur des membranes de
Transwell® recouvertes de collagéne | de queue de rat ou de protéines de membrane basale telles
que le collagene |V, la fibronectine, la laminine (4). Les principaux avantages des modéles de BHE
en monocultures sont leur fabrication simple et leurs colts modérés, ce qui rend le criblage a haut
débit réalisable. Cependant, en I'absence d'autres composants cellulaires de la BHE, en particulier
les astrocytes et les péricytes, les modéles donnent des valeurs TEER relativement faibles. Plus
important encore, I'expression de protéines comme la P-gp, contribuant a conférer le phénotype
BHE, peut étre perturbée. Ces changements provoquent des anomalies significatives de la
perméabilité de la BHE (114).

Les cellules endothéliales microvasculaires cérébrales sont souvent co-cultivées avec des
astrocytes et / ou des péricytes pour induire des propriétés de BHE. Les astrocytes sont
généralement ensemenceés dans le compartiment inférieur d’un puits de Transwell®, soit sur le cété
opposé de la membrane des cellules endothéliales soit sur le fond de la boite pour fournir des
facteurs sécrétés. Les milieux conditionnés par les astrocytes sont également couramment utilisés
dans les systémes Transwell®, car les facteurs solubles sécrétés par les astrocytes, tels que le
BFGF et le GDNF, augmenteraient les propriétés des jonctions serrées (115). Différents modéles
de BHE in vitro ont été développés pour prendre en compte I'effet des astrocytes sur la fonction
BHE. Les astrocytes peuvent étre cultivés sur le coté opposé de la membrane semi-permeéable pour
interagir avec les cellules endothéliales. Ou bien, des astrocytes ou un milieu conditionné par des
astrocytes contenant du matériel soluble sont incorporés au fond des puits permettant aux facteurs
solubles d'induire leurs effets. La derniere approche a montré une meilleure réponse de
perméabilité. Les cellules endothéliales de rongeurs co-cultivées avec des cellules gliales de
rongeurs sont la combinaison la plus largement utilisée. Les modéles de BHE in vitro qui sont co-
cultivés avec des astrocytes présentent de bonnes propriétés de barriere avec un coefficient de
corrélation de 0,98 par rapport aux données in vivo d’'une série de petites molécules (116). La co-
culture modifie I'expression de plus de 50 génes impliqués dans le métabolisme et la régulation des
protéines, la structure et la motilité cellulaire (114). Les résultats obtenus semblent meilleurs avec
des astrocytes plutdt qu’avec des milieux conditionnés (117). Dans cette autre étude, la culture la
plus efficace pour augmenter les valeurs TEER et I'expression des jonctions serrées, est le modéle

de co-culture en contact de cellules endothéliales avec des astrocytes. Ces résultats confirment
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l'importance de la communication cellulaire avec les astrocytes dans l'induction et le maintien de
I'intégrité de la BHE. lls ont également montré que la co-culture de cellules endothéliales avec des
péricytes a donné des valeurs de TEER plus élevées par rapport a une monocouche de cellules
endothéliales, confirmant ainsi la communication des péricytes avec les cellules endothéliales pour

contribuer a I'étanchéité de la barriére (118,119).

Les péricytes sont les voisins les plus proches des cellules endothéliales cérébrales au sein de la
BHE in vivo. lIs jouent différents réles dans la réponse immunitaire, la contraction, la phagocytose
et I'angiogenése, en plus de participer a la formation de la membrane basale en synthétisant le
collagéne 1V, la laminine et les glycosaminoglycanes. Les péricytes sont également capables
d'altérer la perméabilité paracellulaire en régulant les génes comme l'occludine et le facteur de
croissance TGF-B dans les cellules endothéliales cérébrales. La fonction de perméabilité des
modeéles de BHE in vitro contenant des péricytes a montré une performance supérieure par rapport
aux modéles contenant des astrocytes. Les péricytes peuvent également induire les activités
fonctionnelles de transporteurs ABC. Néanmoins, plusieurs rapports indiquent que l'effet des
astrocytes et des péricytes dans les modéles de co-culture dépend fortement de I'origine des types
cellulaires. De plus, un contact direct entre les cellules endothéliales et les péricytes dans les
modeéles de co-culture est essentiel pour induire des propriétés de la BHE tandis que les astrocytes
peuvent agir a distance (114). L'influence des péricytes sur le transport dans le test Transwell® n'est

pas bien comprise et peut dépendre de leur stade de différenciation (120).

Les modéles de tri-culture avec des cellules endothéliales ensemencées sur une membrane de
Transwell®, soit des astrocytes ou des péricytes sur le coté opposé de la membrane, et le troisieme
type de cellule ensemenceé au fond du puits, ont amélioré les propriétés de la BHE par rapport a des
modéles de co-culture (4). lls sont représentés Figure 13. Les cellules endothéliales
microvasculaires cérébrales sont cultivées sur le dessus des inserts microporeux semi perméables
(Figure 13 a et b) tandis que les astrocytes et les péricytes sont cultivés sous I'insert ou au fond du
puits (c et d) dans les conditions de co-culture. Les triples cultures: péricytes, astrocytes et/ou
neurones dans différentes configurations (Figure 13 e, f, g et h) ont été investiguées (95). Ce résultat
est cependant controversé par Thomsen et al qui présentent des modeéles murins de BHE in vitro
et qui ne mettent pas en évidence d’amélioration des propriétés de la BHE entre la co-culture et la
tri-culture (14).
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Figure 13 : Modeles de BHE in vitro sur des Transwell® utilisant des co-cultures (a gauche) ou des
tri-cultures (a droite) (95).

Certains modeéles de tri-cultures sont également développés avec des neurones (95). Cette revue
de Helms en 2016 répertorie les modéles statiques de BHE in vitro (121). En fonction des cellules

et des types de culture utilisés, les caractéristiques de chaque modéle peuvent varier.

1.1.5.4 Modeles tridimensionnels
Il existe des limitations inhérentes aux modeles Transwell® décrits plus haut. L’'une d’elles est

I'absence de structure tridimensionnelle présente in vivo (101). Un exemple est illustré Figure 14.
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Figure 14: Schéma des modeles de BHE in vitro tridimensionnel. Adaptée de (95).

Plusieurs modéles statiques incluent la structure tridimensionnelle existante in vivo. Plusieurs de
ces modéles tridimensionnels appelés aussi organoides, « mini brains » ou « organ-on-a-chip » ont
été décrits dans la littérature et sont développés par des entreprises de biotechnologie. lIs utilisent

parfois des technologies microfluidiques que nous décrirons dans les modéles dynamiques.

Nous en décrirons plus particulierement deux que nous connaissons au travers de I'Innovative
Medicines Initiative (IMI) Investigating mechanisms and models predictive of accessibility of
therapeutics into the brain (IM2PACT). Le premier est le modéle hydrogel (122) dans lequel les

cellules sont ensemenceées sur un gel contenant des astrocytes (Figure 15).
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Figure 15: Modele Hydrogel des cellules hCMEC/D3 sont ensemencées sur un gel contenant des
astrocytes (122).

Le second est un modeéle de sphéroides pour reconstituer une structure tridimensionnelle. Dans ce
cas, des cellules endothéliales microvasculaires cérébrales, des astrocytes et des péricytes se sont

auto-assemblées en sphéroides (Figure 16) (123—-125).
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Figure 16 : Sphéroides auto-assemblés. Barre d'échelle, 300um (126). Neurones (violet),
astrocytes (rouge), cellules endothéliales ZO-1 (vert), les noyaux (bleu)

Les sphéroides en (Figure 16A, B) montrent une auto-organisation des cellules endothéliales et des
péricytes vers I'extérieur tandis que les astrocytes (rouge) et les neurones (violet) sont encapsulés
a l'intérieur. La figure montre également des poches vides ou il n'y a pas de ZO-1, cela indique que
les cellules endothéliales ne recouvrent probablement pas complétement le sphéroide. L'évaluation
de la perméabilité a été effectuée en incubant les sphéroides contenant des cellules endothéliales,
des péricytes et des astrocytes avec des IgG marquées au FITC (Figure 16C). Le panneau supérieur
représente des sphéroides avec une barriere de type vasculaire étanche et le panneau inférieur
montre des sphéroides qui ont été traitées avec de I'histamine pour ouvrir transitoirement la barriére

de type vasculaire(126).

Ces modeles 3D marquent une évolution trés intéressante du domaine. Pour les compléter, il faut
amener une composante supplémentaire : les contraintes de cisaillement que subissent les cellules

endothéliales exposées au flux sanguin. C’est I'objectif des modéles de BHE in vitro dynamiques.

1.1.5.5 Modeles dynamiques

Un défi difficile a relever avec les modéles de BHE in vitro est la fabrication de réseaux vasculaires
perfusables de dimension capillaire. La majorité du transport au sein de la BHE se fait dans les
capillaires, qui présentent un diametre moyen d'environ 8 ym chez I'hnomme. Pourtant, le plus petit
microvaisseaux reproduit in vitro est d'environ 20 a 50 um, en raison des difficultés a obtenir un
ensemencement de cellules endothéliales suffisamment élevé, dans des petits canaux, sans
colmatage. Les approches courantes pour surmonter ce probleme consistent a stimuler

I'angiogeneése capillaire a partir de microvaisseaux plus grands, ou a stimuler I'angiogenése des
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cellules endothéliales intégrées dans une matrice (17). L'exposition de la lignée cellulaire
hCMEC/D3 a un flux pulsatile potentialise fortement l'intégrité de la barriére, avec une augmentation
de 10 fois des valeurs TEER par rapport aux cultures statiques. La contrainte de cisaillement induit
efficacement Il'expression des génes des jonctions serrées dans les cellules endothéliales
microvasculaires cérébrales primaires de diverses espéces (y compris humaines), améliorant ainsi
I'étanchéité de la BHE (95). L'absence d'exposition endothéliale a une contrainte de cisaillement
physiologique limite la différenciation de I'endothélium en phénotype de BHE ou le maintien des
propriétés BHE des cellules différenciées (101). Beaucoup de modeles utilisent un flux sur des

puces (127-131). Nous allons détailler deux modéles dynamiques développés dans I'IlMI IM2PACT.

Les modéles dynamiques peuvent nécessiter une pompe, comme dans le modeéle de fibre creuse

Figure 17
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Figure 17: Modele de BHE dynamique in vitro (DIV-BHE) (132).
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Dans ce systéme, des cellules endothéliales cérébrales sont cultivées dans la lumiére de fibres
creuses microporeuses de polypropyléne enduites de fibronectine, en présence d'astrocytes cultivés
sur la surface externe enduite de poly-D-lysine. Le faisceau de fibres creuses est suspendu a
l'intérieur d'une chambre étanche. Les capillaires artificiels sont en continuité avec une source de
fluide a travers un chemin d'écoulement constitué d'un tube de silicium perméable aux gaz. Des
ports positionnés de part et d'autre du module permettent d'accéder aux compartiments luminaux et
abluminaux. Les capillaires sont exposés a un flux pulsatile luminal généré par un mécanisme de

pompage (132).

L’inconvénient des modeéles utilisant des pompes est surtout la difficulté de miniaturisation,
'’encombrement dans un incubateur et donc le faible débit de ces modéles difficilement utilisables

pour du criblage.

Il existe un modéle dynamique sans pompe développé par Mimetas, « Organoplate » a trois voies.
La Figure 18 A est une OrganoPlate a trois voies. La Figure 18 B est un agrandissement d’une puce

OrganoPlate a trois voies.

Figure 18 : Une plaque OrganoPlate a trois voies (133).

La plaque combine une plaque de 384 puits sur le dessus avec des canaux microfluidiques sur le
fond qui composent 40 puces de culture. Le gel de matrice extracellulaire est ajouté au canal de
gel. Deux guides de phase (bords blancs) empéchent le gel de s'écouler dans les canaux de milieu
adjacents. Aprés gélification du collagéne (matrice extracellulaire), les cellules endothéliales sont
ajoutées a I'un des canaux du milieu et forment une structure de vaisseau. Le microvaisseau a une
lumiére sur son coté apical qui est perfusée. Ensuite, des astrocytes et des péricytes sont ajoutés
a l'autre canal du milieu pour établir une co-culture de BHE. Dans ce modeéle, les plaques sont
disposées sur une bascule et le liquide circule dans les tubulures de la plaque par gravité. La

bascule a lieu 8 fois par minute en moyenne pour reproduire le flux sanguin selon les volumes
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indiqués par le constructeur. Le principal inconvénient de ce modéle étant que le flux fait un aller-
retour sur les cellules selon l'inclinaison de la bascule ce qui engendre un biais par rapport a ce que
les cellules subissent in vivo. Ce modele peut se faire en mono, co ou tri-culture et 'avantage
principal est qu’il permet un criblage de composés puisqu’il est miniaturisé en format de plaques
384 (1 plaque offre 40 puces) (133,134). Une revue récente répertorie les modéles de BHE in vitro
tridimensionnel et dynamique avec flux (135).

Le développement des capillaires perfusables spécifiques du cerveau, en utilisant des cellules
endothéliales microvasculaires cérébrales, dans une matrice entourée de connexions
physiologiques avec d'autres cellules du complexe neurovasculaire, permet de bénéficier des
améliorations des modéles tridimensionnels et dynamiques. Cette ingénierie permet un mimétisme
sans précédent du comportement de la BHE dans un environnement contrélé mais elle est tres

complexe (17). Plusieurs équipes travaillent ces dispositifs (136,137).

1.1.5.6 IM2PACT objectif : établir un modéle vitro prédictif

IM2PACT est un consortium européen débuté en novembre 2017. Le financement de I'Innovative
Medicines Initiative (IMI) au consortium IM2PACT permettra a ce partenariat public-privé, qui
comprend des experts internationaux, de faciliter le développement de médicaments pour traiter les

troubles neurologiques. Les objectifs sont :
_découvrir et développer des mécanismes de transport cérébral innovants et efficaces,

_établir et caractériser des modéeles BHE avec une bonne prévisibilité en matiere de santé et de

maladie,

_identifier des marqueurs de neurodégénération en reproduisant une BHE altérée dans des

conditions pathologiques

_améliorer la compréhension de la BHE en caractérisant des mécanismes physiopathologiques a

travers la BHE.

IM2PACT favorisera le développement de traitements innovants dans le cadre de médecine
personnalisée. Avec un budget de 18 M€, 9 M€ de financement direct de I'IMI et 9 M€ de
financement industriel, IM2PACT noue un large partenariat pour mieux comprendre la BHE.
L'entreprise commune IMI 2 est le plus grand partenariat public-privé d'Europe et est financée
conjointement par le programme de recherche et d'innovation Horizon 2020 de I'Union européenne
et I'industrie pharmaceutique européenne, représentée par la Fédération européenne des industries

et associations pharmaceutiques (EFPIA) (138).

Sanofi prend part a ce consortium en tant que leader scientifique. Nous participons également a

plusieurs groupes de travail. L’'un d’entre eux a pour but de sélectionner parmi cinqg modéles in vitro
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de BHE basés sur des cellules endothéliales humaines dérivées d’iPSC, celui qui reproduirait le
mieux une série de données et notamment la transcytose médiée par des récepteurs. Les modéles
doivent étre faciles a mettre en place et peu colteux. lls seront partagés au sein des différentes
équipes pour pouvoir tester le plus de molécules possibles dans des conditions homogenes et
comparables d’'une équipe a l'autre. Le protocole de différentiation d'iPSC de l'université de
Wirzburg a été sélectionné ainsi qu’un modeéle de Transwell® et de sphéroides. Il faut maintenant
établir des modéles de pathologies cérébrales avec ces cellules dans ces modéles. |l faudra ensuite
caractériser le transport de biothérapeutiques a travers ces modeéles pour enfin pouvoir établir des

modéles mathématiques qui soient reproductibles pour prédire la translabilité in vitro a in vivo.

Dans le cadre de nos études, tous les modéles in vitro de BHE que nous utilisons doivent nous

permettre d’évaluer le passage de biothérapeutiques a travers la BHE.

1.1.6 Biothérapeutiques : les anticorps
Les biothérapeutiques sont un nouveau type de molécules thérapeutiques différentes des petites
molécules chimiques qui sont largement utilisées. Ce sont des molécules de plus grand poids
moléculaire telles que des anticorps, des protéines, des peptides, ou des oligonucléotides. Leurs
tailles et leurs propriétés physicochimiques (tel que I’hydrophilie) ne leur permettent pas de traverser
la BHE avec les mécanismes non spécifiques décrits plus haut. La facon principale pour les
biothérapeutiques de traverser la BHE est par la transcytose. Soit, elle est adsorptive, si sa charge
positive est assez élevée, mais ce mode de pénétration non spécifique peut entrainer des effets
secondaires et son efficacité est limitée. Soit, elle est médiée par des récepteurs, si on a pu conférer
a ce biothérapeutique un élément de reconnaissance spécifique pour un RMT (35). Nous passerons
brievement en revue dans les paragraphes suivants ces récepteurs, et montreront quelques-unes

de leurs applications avec des anticorps.

1.1.6.1 Structure d’'un anticorps

La structure générale des anticorps a été décrite en 1959 par Porter a la suite des travaux
d'Edelman. Ces deux chercheurs ont été associés pour le prix Nobel décerné en 1972. Les anticorps
sont des glycoprotéines de la superfamille des immunoglobulines. lls sont formés de 4 chaines
polypeptidiques (150 000 Da) : deux chaines lourdes (H pour heavy de 50 000 Da), et deux chaines
légéres (L pour light de 25 000 Da) qui sont reliées entre elles par un nombre variable de ponts
disulfures assurant une flexibilité de la molécule Figure 19.
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Figure 19 : Schéma de 'assemblage des chaines d’un anticorps

Ces chaines forment une structure en Y ou chaque chaine Iégére constitue pour moitié un bras du
Y. Les chaines légéres sont constituées d'un domaine constant et d'un domaine variable. Les
chaines lourdes sont composées d'un domaine variable et de trois ou quatre domaines constants
selon l'isotype. Les domaines constants sont caractéristiques de I'espéce et de l'isotype. Chaque
chaine légére en posséde un exemplaire noté CL (Figure 20,4). Les chaines lourdes comportent,
selon l'isotype, trois ou quatre domaines constants CH1, CH2, CH3 (Figure 20, 3). Les domaines
constants et en particulier le domaine FC ne sont pas impliqués dans la reconnaissance de
I'antigéne, mais interviennent dans les fonctions effectrices des anticorps. Il s’agit de I'activation du
systéme du complément ou de I'élimination des complexes immuns (anticorps lié a son antigéne)
par les cellules immunitaires possédant les récepteurs aux fragments constants (FcyR). De plus,
leur interaction avec le FcRn dont nous avons parlé leur confere des propriétés de demi-vies
souvent assez longues. Un anticorps posséde quatre domaines variables situés aux extrémités des
deux « bras ». L'association entre un domaine variable porté par une chaine lourde (VH) et le
domaine variable adjacent porté par une chaine légére (VL) constitue le site de reconnaissance (ou
paratope) de I'antigéne. Ainsi, une molécule d'immunoglobuline posséde deux sites de liaison a

I'antigéne, soit un au bout de chaque bras (Figure 20,5).
Le clivage enzymatique spécifique permet d'isoler différents fragments de I'anticorps :

_le fragment Fab. Il a la méme affinité pour I'antigéne que I'anticorps complet. Le fragment Fab est
formé de la chaine légere en entier (VL+CL) et d'une partie de la chaine lourde (VH+CH1) (Figure
20, 1). Il est monovalent.
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_le fragment Fc : Il est le support des fonctions effectrices de I'anticorps, en particulier sa capacité
a étre reconnu par des effecteurs de I'immunité ou a activer le complément. |l est constitué des
fragments constants des chaines lourdes (CH2) au-dela de la région charniére (Figure 20, 2). Il ne

reconnait pas l'antigéne.

_le fragment Fv. C'est le plus petit fragment gardant les propriétés de l'anticorps que posséde
I'immunoglobuline. Il est constitué uniquement des régions variables VL et VH (Figure 20, 5). Il est

monovalent.

_le fragment F(ab")2. Il correspond a I'association de deux fragments Fab reliés par une petite partie
des parties constantes des chaines lourdes, la région charniere. Il a la méme affinité que I'anticorps

pour l'antigéne. |l est divalent.
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Figure 20: Schéma d’un anticorps monospécifique 1. Fragment Fab 2. Fragment Fc 3. Chaine
lourde (en bleu) avec une région variable (VH) suivie d'une région constante (CH1), une région
charniere, et deux autres régions constantes (CHZ2 and CH3). 4. Chaine légere (en vert) avec une
région variable (VL) et une constante (CL) 5. Paratope 6. Régions charniéres (139).

1.1.6.2 Les formats d’anticorps bispécifiques
Les anticorps bispécifiques sont des anticorps qui reconnaissent deux cibles. Par exemple, ils
reconnaissent d’une part leur cible thérapeutique et d’autre part la cible du récepteur qui leur
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permettra de traverser la BHE. Un trés grand nombre de formats bispécifiques existent selon qu'ils
sont symeétriques ou non, entier ou composés d'un ou de plusieurs fragments, monovalents ou
bivalents pour leurs cibles, fusionnés a des protéines, enzymes ou conjugués a des cytotoxiques
(Figure 21). Dans le cadre du passage a travers la BHE, les anticorps bispécifiques développés ont
des formats différents. lls sont trés bien expliqués dans les revues de Brinckmann et Kontermann
(140) et de Stanimirovic (141).
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Figure 21 : La diversité des formats d'anticorps bispécifiques.(140).

Au-dela des anticorps conventionnels, il existe des anticorps de camélidés, les Single Variable

domain on a Heavy chain (VHH) ou de requin, les Variable New Antigen Receptor (VNAR) qui sont
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des fragments d’anticorps a chaine unique intéressants en raison de leurs plus faibles tailles tout
en gardant les propriétés du paratope d’'un anticorps. Les VHHs et les VNARs correspondent au

domaine variable des anticorps a chaines lourdes correspondants (Figure 22) (142,143).

Heavy-chain antibody (HCAb): Immunoglobulin new antigen receptors (IgNAR)

NP
??) gl Nannnbrod'.r‘

3|

o3 )

Figure 22 : Représentation schématique d’un anticorps a chaine lourde trouvé chez les camélidés
et d’'un récepteur d'antigene d'immunoglobuline trouvé chez les requins (144).

VHH est le domaine variable des IgG2 et IgG3 des chaines lourdes. VNAR est le domaine variable
d'IgNAR (144).

A leur tour ces VHHs et VNARs peuvent étre mis a profit dans une variété de formats bispécifiques
dans lesquels ils peuvent soit reconnaitre la cible thérapeutique soit le récepteur qui les prendra en
charge pour traverser la BHE. Une revue récente a fait le point sur les efforts réalisés pour
augmenter les expositions cérébrales de ces anticorps a simple domaine (144).

Nous allons a présent passer en revue les stratégies utilisées pour le passage dans le cerveau des
biothérapeutiques dans le traitement des pathologies du cerveau.

1.2 Stratégies d’administration de molécules dans le compartiment cérébral

Le ratio tissu/sang pour un anticorps est de l'ordre de 10% a 50% pour les organes périphériques
(145). Cependant pour les organes bien protégés comme le cerveau, ce ratio tombe a 0,1%
(146).C’est probablement la raison de l'inefficacité de ces traitements dans les pathologies du
systéme nerveux central. La dose de thérapeutiques qui atteint sa cible est trop faible pour médier
des effets. Plusieurs biothérapeutiques sont actuellement sur le marché mais ils exercent

certainement leur effet en périphérie et seuls ceux qui sont administrés par voie intrathécale
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exercent un effet central (37). Aujourd’hui un seul biothérapeutique qui pénétre dans le cerveau a
été mis sur le marché pour le traitement de la mucopolysaccharidose (syndrome de Hunter) au
Japon en mars 2021. C’est le pabinafusp (IZCARGO®) (147). Il s’agit d’'une enzyme lysosomale
couplée a un anticorps anti-Récepteur de la Transferrine (TFRC) qui pénétre dans le cerveau par

un meécanisme de transcytose que nous verrons plus loin.

Pour pallier le manque d’exposition des biothérapeutiques dans le cerveau, différentes approches
sont en cours depuis des années. On peut les classer en cinq grandes catégories : administrer
directement dans le systéme nerveux central, administration intranasale, perméabiliser la BHE par
des agents chimiques ou des ultrasons, ajouter des charges positives sur les biothérapeutiques ou
enfin a mettre a profit des transporteurs cérébraux spécifiques. Nous détaillerons brievement ces

cinq approches.

1.2.1 Administration intracérébrale

1.2.1.1 Voie intracrénienne

Aujourd’hui, la voie intracranienne est utilisée pour administrer des médicaments puissants dans le
cerveau en quantité suffisante tout en limitant I'exposition périphérique, pour éviter des effets
secondaires néfastes. La voie intracérébrale reste une procédure invasive et traumatique, et elle
n’est utilisée que dans les cas graves de douleur chronique ou dans les gliomes cérébraux. On peut
aussi implanter une matrice polymére biodégradable qui sert de réservoir contenant les agents
thérapeutiques. Les avantages de cette procédure sont la libération prolongée et contrélable du
médicament. Le crane doit étre ouvert pour I'implantation. Dans le cas des tumeurs cérébrales, la
difficulté a en déterminer avec précision I'étendue est le défi majeur de la résection chirurgicale. I
est peu probable que toutes les cellules tumorales soient retirées par chirurgie, ce qui entraine une
récidive potentielle. Elle peut étre limitée par I'application locale de plaquettes de carmustine dans
la cavité de résection accompagnée d’'une radiothérapie post-chirurgicale ou une chimiothérapie
systémique Figure 23 (148). La pénétration du médicament dépend ensuite de ses caractéristiques
physico-chimiques, et I'implant peut ne délivrer qu'une quantité limitée de la molécule (une recharge
peut étre nécessaire). Par exemple, la plaquette de polymére polyanhydride contenant du BCNU
(bis-chloroéthylnitrosourée) (carmustine) est utilisée pour traiter les gliomes récurrents de haut

grade. Avec ce dispositif, une libération de médicament pendant 2 mois est possible (101).
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Figure 23: Schéma des normes actuelles de traitements pour les patients atteints de tumeurs
cérébrales. a: Chirurgie b: Radiothérapie c: Implantation locale des plaquettes de carmustine, le
long des parois de la cavité tumorale d: Traitement administré par voie systémique (148).

Cette voie d’administration est utilisée en dernier recours pour des patients qui n'ont pas d’autres

solutions thérapeutiques.

1.2.1.2 Voie intrathécale

L’administration d’agents thérapeutiques par voir intrathécale peut étre envisagée pour atteindre le
LCR. Dans ce cas les composés atteignent le cerveau en passant par les plexus choroides. On
peut injecter a plusieurs niveaux du canal spinal soit trés haut (intraventriculaire), soit plus bas
(cisterna magna) ou encore plus bas au niveau des lombaires. En fonction de ces points d’entrée,
les effets cérébraux seront différents, I'injection dans les ventricules donnant la plus grande chance
d’accés au cerveau (mais c’est aussi la plus technique) (149). Cependant, cette voie semble plus
indiquée pour des désordres qui seraient en surface du cerveau car la pénétration dans le
parenchyme profond reste limitée avec la majorité du produit qui est absorbé par I'épendyme
(150,151). Ces injections présentent plusieurs types de risques. lls peuvent étre liés a
'administration : atteinte nerveuse, fuites de LCR liée a une bréche durale, hématome secondaire

a une bréche vasculaire, ischémie, granulomes. Un traitement anticoagulant est une contre-
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indication absolue pour éviter la formation d’hématome. On peut aussi rencontrer des défauts
d’asepsie : ces injections peuvent étre responsables d’infections nosocomiales sous forme de
méningites par exemple. |l faut tenir compte également des erreurs médicamenteuses : car une
confusion avec une préparation destinée a la voie intraveineuse peut entrainer un surdosage avec

des conséquences qui peuvent aller jusqu’a la mort du patient (152).

1.2.1.3 Approche hyperosmotique

Une solution hyperosmotique produit une perturbation transitoire et réversible de la BHE en
rétrécissant des cellules endothéliales et en ouvrant les jonctions serrées. En pratique clinique, la
procédure comprend une perfusion intra-artérielle d'une solution hypertonique de mannitol (25%)
dans une artére carotide ou vertébrale, suivie d'une administration intra-artérielle de chimiothérapie,
pour le traitement des tumeurs cérébrales. Cette stratégie présente les mémes risques qu’un
traitement administré par voie intraveineuse mais elle nécessite plusieurs jours d'hospitalisation
avec la pose de cathéter cranien intra-artériel sous anesthésie générale (153). Cette administration

a montré son efficacité mais reste lourde a supporter pour les patients.

1.2.2 Administration intranasale
La voie intranasale regroupe en réalité trois grandes voies médicamenteuses permettant d’atteindre
le cerveau ; La premiére est la voie nerveuse olfactive : 'absorption est lente, jusqu’a 24 h, en raison
du processus de pinocytose, d’internalisation ou de diffusion simple, puis du passage des neurones
olfactifs vers les bulbes olfactifs et ensuite vers le rhinencéphale. La 2™ est la voie de I'épithélium
de la muqueuse olfactive (voie olfactive). Elle agit rapidement en quelques minutes. Les substances
absorbées dans la lamina propria pénétrent dans le systéme nerveux central par les espaces
entourant le tractus nerveux olfactif. La troisieme est la voie de circulation sanguine : les substances
sont absorbées par les capillaires sanguins ou la muqueuse respiratoire, ou pénétrent dans la
circulation sanguine par la lamina propria de la région olfactive, puis doivent franchir la BHE. La
plupart des médicaments de petit poids moléculaire (< 400 Dalton) peuvent étre librement
transportés dans le cerveau par I'épithélium de la muqueuse nasale. Mais généralement, les
meédicaments d’'un poids moléculaire supérieur a 1000 Dalton montrent une faible capacité a
pénétrer cette barriére physiologique (154). Cette voie ne pourra pas étre privilégiée pour

'administration d’anticorps dans le cerveau sans formulation dédiée.

1.2.3 Ultrasons focalisés
En clinique sont utilisés les ultrasons focalisés. lls permettent une ouverture ponctuelle et localisée
de la BHE. Différents dispositifs sont utilisés : un dispositif extra cranien d’'ultrasons focalisés en
hémisphere (ExAblate, NaviFUS) (Figure 24 A), un dispositif extra cranien d’ultrasons focalisés
mono-élément (Figure 24 B), un dispositif implantable d’émetteur d’ultrasons non focalisés
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(SonoCloud-1) (Figure 24 C) et un dispositif implantable de 9 émetteurs d’'ultrasons non focalisés
(SonoCloud-9) (Figure 24 D)(155).

A B C D

Figure 24 : Représentation schématique des différents dispositifs développés pour une ouverture
de la BHE dans des applications cliniques avec des ultrasons pulsés de basse intensite

Ces dispositifs ne sont pas dédiés aux mémes indications. Les dispositifs extra craniens sont non
invasifs et peuvent se concentrer sur des cibles profondes et variables dans le cerveau. Cependant,
ils impliquent le rasage des patients, des procédures immobiles longues (2 a 4 heures), la sonication
est limitée a de petits volumes cérébraux (1 a 4 cm?3), les lésions superficielles ne peuvent pas étre
ciblées. Les dispositifs implantables permettent des procédures rapides (4 a 15 mn) et une ouverture
de la BHE dans des volumes plus importants (4 a 140 cm?3). Cependant ils impliquent une
implantation lors d’une intervention chirurgicale de réduction tumorale ou de biopsie. Ainsi,
I'utilisation clinique de ces dispositifs pourra étre complémentaire, en fonction de l'indication du
traitement. Les Iésions volumineuses, superficielles et infiltrantes telles que le gliome étendu de
haut grade ou le DIPG (diffuse intrinsic pontine glioma) peuvent étre de bonnes cibles pour les
dispositifs implantables, tandis que les lésions plus petites et profondes, seront plutét traitées avec
des dispositifs extra craniens (155). Les ultrasons focalisés peuvent étre utilisé pour d’autres
pathologies cérébrales que les cancers comme la maladie d’Alzheimer. Cette revue, recense les
études d’ouverture de la BHE par ultrasons focalisés pour I'administration d'immunothérapie (156).
Des essais cliniques de l'ouverture de la BHE par ultrasons focalisés combinés a l'injection de
microbulles sont en cours et ont jusqu’a présent démontré l'innocuité de cette procédure.
Cependant, si des ultrasons focalisés plus agressifs étaient nécessaires pour obtenir la modulation
immunitaire souhaitée, la sécurité devra étre soigneusement examinée (156). Il faut imaginer la

lourdeur de la mise en place de ces traitements pour des patients.
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1.2.4 Ajout de charges positives sur les biothérapeutiques
Les molécules polycationiques peuvent se lier a la membrane plasmique et conduire a un processus
d'endocytose appelé AMT. Les histones ou agglutinines de germe de blé utilisent ce mécanisme.
L'ajout de charges positives aux protéines permet leur pénétration cérébrale (42). Les IgG ou
fragments sont cationisés, ce qui éléve leur point isoélectrique au-dessus de 7 et entraine une
exposition cérébrale plus élevée que la protéine native. L’augmentation de I'exposition cérébrale est
modeste, d'un facteur 2 a 3 pour une IgG bovine cationisée par rapport a I'lgG bovine native (157).
L'amyloide AB a également été utilisée pour les applications d'imagerie. Il a été démontré que les
anti-ApB (Fab)2 modifiés par des polyamines marquent les dépdts amyloides dans le cortex et
I'hippocampe du cerveau de souris transgéniques Alzheimer apreés une injection intraveineuse plus
efficacement que leurs homologues non chargés (158). Les VHH anti-AB chargés ont été utilisés
pour démontrer l'imagerie in vivo des dépbts amyloides en utilisant la microscopie a deux photons
(159). Iy a des mises en garde a ces approches de transcytose adsorptive. La cationisation pourrait
altérer l'activité biologique de I'anticorps ou changer sa conformation. Le mode de pénétration par
interaction avec des membranes chargées négativement conduira a une distribution aléatoire dans

tous les organes et tissus et pourrait entrainer une toxicité et une immunogénicité (37).

1.2.5 Transcytose d’anticorps via les RMT
Nous allons détailler un mode de pénétration cérébrale un peu plus ciblé qui utilise la transcytose
d’anticorps via des récepteurs particuliers : les RMT. En 2002, Pardridge, dans une revue consacrée
a l'atteinte du cerveau par des biothérapeutiques via la circulation sanguine périphérique écrit : « Il
est largement admis que le transport a travers la BHE de grosses molécules thérapeutiques n’est
pas possible, et les programmes de développement de ces grandes molécules sont fréquemment
interrompus en faveur de la découverte de petites molécules thérapeutiques. Cependant, les
protéines recombinantes, les médicaments antisens et les médicaments génétiques non viraux
peuvent étre délivrés au cerveau avec la technologie de ciblage des médicaments pour le cerveau »
(160). Effectivement, le développement de 'immunothérapie et la nécessité d’atteindre le cerveau
dans des pathologies neurologiques ou dans le cas de cancer primaires ou métastasés a fait
progresser la voie d’administration de biothérapeutiques a travers la BHE. Cette stratégie permet
de faire passer des biothérapeutiques en utilisant des récepteurs connus pour faire de la transcytose
en conditions physiologiques. Cette propriété est utilisée et mimée pour introduire des
biothérapeutiques dans le cerveau en passant la BHE. Contrairement aux voies d’administration
dans le cerveau vues précédemment, qui sont extrémement invasives et trés peu envisageables
pour des traitements chroniques, cette stratégie permet une administration par voie systémique bien

plus pratique. Actuellement sont en clinique des anticorps dirigés contre les RMT TFRC et le
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récepteur a l'insuline (InsR). Nous allons détailler ci-dessous ces deux cibles ainsi que certaines

moins avanceées dans leur développement.

1.2.5.1 Récepteur de la transferrine

La cible la mieux documentée pour 'administration de médicaments au cerveau via un RMT est le
récepteur de la transferrine. De nombreux articles de revue, I'identifient comme fortement exprimé
et enrichi dans les microcapillaires cérébraux (161),(162). Par ailleurs Zuchero et al ont démontré
que, contrairement a LRP1 et INSR, TFRC a une expression d'/ARNm plus élevée dans les cellules
endothéliales cérébrales comparé aux cellules endothéliales du foie et des poumons (163). Deés
1984, Jefferies (164) avait remarqué que des anticorps anti-TFRC marquaient spécifiquement les
capillaires cérébraux et avait émis I'hypothése que ce récepteur permettait les transports de fer
dans le tissu cérébral. En 1991, Friden (165) et Pardridge (166) montrent que des anticorps contre
le TFRC sont capables d’emmener des principes actifs qui leur sont conjugués ou fusionnés dans
le cerveau. Ce sera le début d’'une longue série de recherches dont nous citerons quelques jalons

ci-dessous.

Pardridge a appliqué cette stratégie qu’il appelle « cheval de Troie » (167) a différents peptides ou
protéines biothérapeutiques : le peptide intestinal vasoactif (VIP) pour 'amélioration du flux sanguin
cérébral (168), le facteur neurotrophique BDNF (Brain-Derived Neurotrophic Factor) pour la
neuroprotection dans l'ischémie globale ou cérébrale (169), le facteur de croissance épidermique
(EGFR) pour la détection précoce du cancer du cerveau, des analogues AP pour la détection
précoce de 'amyloide cérébrale de la maladie d’Alzheimer et des peptides pour I'imagerie in vivo
de I'expression des geénes cérébraux (170,171). Dans tous ces cas, la protéine seule, sans « cheval
de Troie » n’était pas pharmacologiquement active car retrouvée en quantité trop faible dans le
cerveau (160). En fonction du principe actif a faire pénétrer dans le cerveau, différents formats ont
eteé utilisés. Pour les peptides et les protéines, trois grandes fagons de les lier a I'anticorps anti-
TFRC ou a un de ses fragments ont été utilisées, soit la fusion, soit la conjugaison, soit encore plus

rarement une liaison non covalente.

Un bon exemple de fusion est celle de I'anti-TFRC humain avec I'enzyme lysosomale iduronate
sulfatase (172) qui a été récemment approuvée au Japon pour le traitement de la

mucopolysaccharidose (IZCARGO®) (147). Elle est schématisée en Figure 25, 1.
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Figure 25: Plusieurs constructions de protéines ou anticorps thérapeutiques avec un anticorps anti-
TFRC

Deux autres modes de liaison en dehors de la fusion ont été utilisés pour les peptides ou plus
rarement les protéines. L’anticorps anti-TFRC et le peptide peuvent étre liés via une interaction non
covalente biotine/strepatvidine. Par exemple, en 1993, Bickel et al ont lié le peptide VIP biotinylé a
I'anticorps anti-TFRC de rat OX26 conjugué de maniére covalente a l'avidine. La perfusion
systémique des rats avec VIP-OX26 a entrainé une augmentation du flux sanguin cérébral de 65%
comparé au peptide VIP nu (168). Une troisieme fagon est la conjugaison chimique du peptide sur
une ou plusieurs chaines de I'anticorps anti-TFRC. Ainsi Friden décrit la conjugaison de NGF (Nerve
Growth Factor) sur la chaine lourde de cet anticorps. lIs ont mis en évidence une augmentation du
niveau de NGF dans le cerveau de rats injectés avec OX-26-NGF dans la veine caudale (173) (169).
En 2017 Webster et al ont décrit un biothérapeutique efficace contre les douleurs neuropathiques.
Il s’agit de l'antagoniste du récepteur de linterleukine 1 (IL1RA) fusionné a l'anticorps anti-
transferrine récepteur 8D3. lls ont généré des variants du 8D3 avec des affinités réduites dans le
but d’augmenter I'exposition cérébrale (174).

Pour les anticorps thérapeutiques, plusieurs types de formats bispécifiques ont été utilisés (Figure
25, 2-5), nous en illustrerons quelques exemples fondateurs.

En 2011, Yu et al présentent leurs travaux sur un anticorps monovalent bispécifique TFRC/ Beta-
site Amyloid precursor protein Cleaving Enzyme (BACE)1 (Figure 25 2) comme « cheval de Troie »
pour inhiber 'enzyme BACE1 responsable de la formation de la protéine AR 1-42 qui s’agrége dans
la maladie d’Alzheimer. lls montrent dans un modele de souris sauvage que la diminution de l'affinité
du TFRC est corrélée a une augmentation de I'exposition cérébrale de I'anticorps bispécifique (175).
Pour une affinité 10 fois inférieure, I'exposition cérébrale est 3 fois plus importante. lls montrent
dans ce méme modele de souris, une diminution de 80% de la quantité d’AB 1-40 dans le cerveau
(176). En 2014 Yu et al, se servent de leurs résultats sur des anticorps bispécifiques dirigés contre
le TFRC de souris pour franchir la BHE et contre BACE1 comme cible thérapeutique dont 'efficacité

a été montre chez la souris (175). Les souris montraient des taux d’Ap diminués (176). lls ont ensuite
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geéneéreé deux variants bispécifiques humains, en utilisant la technologie « knob into holes ». Cette
méthode favorise I'hétérodimérisation de deux demi-anticorps différents en un anticorps
bispécifique immunoglobuline G (IgG). lls ont ainsi généré des anticorps bispécifiques anti-TFRC/
BACE1, humain et primate pour le TFRC. lIs 'ont d’abord testé dans des souris Knock-In (KI) pour
le TFRC humain. Puis, ils I'ont utilisé chez le primate et ont montré une réduction de I'AB dans le
LCR et dans le tissu cérébral (177).

Le format de la Figure 25-3 a été utilisé par Niewoehner et al en 2014. lls démontrent la différence
d’exposition cérébrale en fonction de la valence d’'un anticorps anti-TFRC. La construction
monovalente sFab sort des capillaires, pénétre dans le parenchyme et engage efficacement la cible
tandis que les constructions bivalentes dFab restent dans les cellules endothéliales et sont
colocalisées avec des marqueurs lysosomaux, suggérant un tri dans une voie de dégradation. Le
meécanisme par lequel la construction monovalente sFab échappe au tri lysosomal et est libérée du
cété abluminal, n’est pas connu. Il se pourrait que la construction sFab s’amarre simplement en tant
que ligand supplémentaire sur le TFRC adjacent a la transferrine sans changer la fagon dont le
complexe récepteur/ligand est reconnu par la machinerie de tri intracellulaire. Ainsi, les
constructions monovalentes sFab pourraient utiliser le mécanisme de transcytose endogéne pour
traverser les cellules endothéliales cérébrales. En revanche, les constructions bivalentes dFab
induiraient une dimérisation du TFRC, suivie d’'une internalisation et d’un tri vers la voie lysosomale.
Cela pourrait potentiellement étre évité en utilisant un variant bivalent dFab de faible affinité pour
réduire la dimérisation de TFRC a la surface de la cellule. lls démontrent également qu’'une
exposition in vivo prolongée avec un bivalent peut entrainer une régulation négative du TFRC a la
surface cellulaire (178). L’avidité de I'anticorps pour sa cible doit étre prise en compte pour améliorer
'exposition cérébrale. L’entreprise Roche utilise cette technologie sur le gantenerumab (anticorps
IgG1 entierement humain qui a une affinité subnanomolaire pour un épitope conformationnel des
fibrilles AB) pour améliorer son exposition cérébrale. lIs sont actuellement en phase 1 chez ’lhomme
avec RO7126209 depuis mars 2021 sur des patients atteints de la maladie d’Alzheimer a des stades
léger a modéré. Les premiers résultats de phase 1 ont été communiqués en juillet 2021 au congres
AAIC. lls ont montré une augmentation de huit fois dans le LCR du TFRC- gantenerumab comparé
au gantenerumab seul. L'utilisation du TFRC comme « cheval de Troie » pour faire passer les IgG
dans le LCR chez 'homme est validée. Le critére d’évaluation principal sera I'innocuité et le critére
secondaire sera la modification de 'amyloide cérébrale. L’essai se poursuivra jusqu’en automne
2024 (179).

Des anticorps bispécifiques de format bivalent bispécifiques ont été décrits par Karaoglou (180) et
Do (181) (Figure 25-4) et sont appliqués a plusieurs cibles thérapeutiques différentes : RGMa pour
la sclérose multiple, TNF pour la maladie de Parkinson, AB pour la maladie d’Alzheimer et HER2
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pour les tumeurs cérébrales (180). De plus, 'augmentation cérébrale a pu étre corrélée avec un
engagement sur la cible par la visualisation de I'anticorps sur les plaques amyloides dans le
parenchyme cérébral et par une activité supérieure a celle d’'un anticorps anti-AB nu dans un modele

chronique de la maladie d’Alzheimer (181).

Récemment, un nouveau format appelé TV (Transport Vehicule) a été décrit par Kariolis (Figure 25-
5). Dans ce cas, c’est le domaine Fc de I'anticorps qui a été modifié pour reconnaitre le récepteur
de la transferrine. lls ont injecté des singes et des souris iv et montrent une bonne exposition
cérebrale de ATV-BACE1 (antibody Transport Vehicule). Le ratio cerveau/plasma est multiplié par

20 comparé a I'anticorps contrdle chez le primate (182).

1.2.5.2 Récepteur de I'Insuline

En dehors du récepteur de la transferrine, d’autres RMT ont été décrits comme potentiels « chevaux
de Troie » comme le récepteur de I'insuline. C’est Pardridge et al en 1985 qui le mettent en évidence
sur la BHE en mettant au point une méthode d'isolement des microvaisseaux humains. lls ont
montré un transport de l'insuline radiomarquée a travers la BHE et mis en évidence que son
récepteur a des caractéristiques fonctionnelles pour faire du transport de peptides a travers la BHE
(183). En 1994, Fukuta et al décrivent une expérience d’injections de souris dans la veine de la
queue avec la protéine HRP seule ou fusionnée a un fragment d’'insuline. L’activité HRP est ensuite
mesurée dans les homogénats de cerveau. L'activité de I'HRP est 8 fois plus importante quand elle
est fusionnée a un fragment d’insuline (184). Avec la méme intention, Pardridge et al montrent que
l'utilisation de l'insuline comme « cheval de Troie » conduirait a une hypoglycémie donc ils étudient
la capacité d’anticorps monoclonaux murins (MAb83-7 et MAb83-14) dirigés contre le récepteur de
l'insuline humaine a faire de la transcytose a travers la BHE. Ces anticorps se lient a différents
épitopes de la sous-unité a du récepteur de I'insuline humaine sur des capillaires cérébraux humains
isolés, des sections congelées du cerveau de primates et dans une étude pharmacocinétique in
vivo chez des singes rhésus anesthésiés. Les deux anticorps ont fortement marqué les cellules
endothéliales capillaires dans I'analyse immunocytochimique de sections congelées du cerveau du
singe rhésus. Les deux anticorps monoclonaux, marqués a 'iode'?®, se sont liés aux microcapillaires
cérebraux humain, avec une liaison et une endocytose de MAb83-14 environ 10 fois supérieure a
celle de MAb83-7. La liaison de MAb83-14 au récepteur de I'insuline humaine est accompagnée
d’'un transport augmenté de cet anticorps a travers la BHE in vivo chez deux singes rhésus
anesthésiés. 3,8 + 0,4% de la dose injectée a atteint 100 g de cerveau 3 heures aprés une seule
injection intraveineuse. En revanche, il n'y avait pas d’absorption cérébrale des anticorps contréles
(isotype souris IgG2a). Cela démontre la capacité d’'un anticorps monoclonal a faire de la
transcytose a travers la BHE in vivo chez le primate (185). En 1997, Wu et al décrivent une étude

dans laquelle ils ont injecté a des singes en iv, un peptide AB radiomarqué conjugué a un anticorps
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anti récepteur a linsuline 8314SA. Trois heures aprés l'injection, ils ont noté un marquage du
cerveau contrairement aux singes injectés avec I'’Ap radiomarquée seule. Cette technique peut étre
développée pour I'imagerie médicale ou pour I'administration de médicaments dans le cerveau
(186,187). En 2007, Boado décrit les caractéristiques de I'anticorps HIRMAB humanisé. Un variant
a été seélectionné pour son affinité de liaison au domaine extracellulaire du récepteur a l'insuline et
a sa capacité a se lier a des microcapillaires singes et humains isolés. Les résultats de transcytose
in vivo chez le singe de I'anticorps HIRMAB humanisé montrent un passage de 1% de la dose
injectée en intraveineux pour 100g de cerveau de singe. Cet anticorps HIRMAB humanisé peut

servir de « cheval de Troie » pour franchir la BHE (Figure 26) (188).

AB
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Figure 26 :Modéle de circulation d’anticorps thérapeutiques anti-AB entre le sang et le cerveau
(189).

En 2011, Ohshima-Hosoyama et Simmons, ont décrit leurs travaux avec HIRMAB fusionné au
GDNF dans un modéle 1-Methyl-4-Phenyl-1,2,3,6-TetrahydroPyridine (MPTP) chez le singe. Sept
jours apres l'injection MPTP, les singes ont été injectés deux fois par semaine pendant trois mois
avec I'anticorps HIRMAB-GDNF a différentes doses selon leur groupe (1 ou 5 mg/kg). Le GDNF a
des propriétés neuroprotectrices. Cette étude n’a pas montré d’effet neuroprotecteur du GDNF sur
le comportement des singes évalués. Ce protocole a mis en évidence des effets secondaires graves
avec une atteinte du pancréas sur quatre des sept animaux traités et une myocardite. Le GDNF est
fortement exprimé par les nerfs intra-pancréatiques et le récepteur RET au GDNF est trés fortement
exprimé par les cellules tumorales dans les cancers du pancréas. Ces résultats sont a prendre en
compte pour l'utilisation de ce récepteur comme « cheval de Troie » car I'injection intracranienne de
GDNF n’entraine pas ces effets indésirables (190). La revue de Pardridge répertorie les différentes
thérapies d’enzymes de remplacement qui sont évaluées par fusion de I'enzyme avec le récepteur
de l'insuline (191). Derniérement, Boado et al ont démontré que différentes enzymes lysosomales
peuvent étre fusionnées aux chaines lourdes ou Iégéres de HIRMAB en gardant leur fonctionnalité.
C'est ce qui permettrait une thérapie de remplacement enzymatique par voie intraveineuse chez
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des enfants atteints de troubles du métabolisme lysosomal (192). Une des constructions ou le
HIRMAB est fusionné a l'iduronidase humaine (Hirmab-IUDA , AGT-181 (193)) est actuellement en

développement en phase 2 dans le traitement de la Mucopolysaccharidose.

1.2.5.3 Autres récepteurs

Stanimirovic et al ont décrit des VHH reconnaissant le récepteur de I'lnsuline Growth Factor (IGFR).
Des VHH reconnaissant la sous-unité a de '|GFR1 sont cités et décrit avec une exposition cérébrale
augmentée de 10 fois quand ils sont montés sur un fragment Fc par comparaison a un anticorps
contréle (194). Ce résultat est controversé puisque Sade et al se servent des anticorps anti-IGF1R
comme contréle négatif de transcytose. Dans leurs expériences, ils sont recyclés a la membrane.
lls expliquent ce défaut de transcytose par 'absence de LRP1 dans les cellules hCMEC/D3 utilisées
(195). D’autres travaux ont mis en évidence des anticorps qui reconnaissent le récepteur au Low-
Density Lipoprotein (LDL). En 2017, Molino et al ont évalué la capacité d’un vecteur peptidique a
franchir la BHE quand il est associé au fragment Fc d’'un anticorps. lls ont montré que le LDLR est
plus exprimé a la membrane apicale des cellules endothéliales. lls ont montré, in vivo chez la souris,
aprés une injection intraveineuse, que I'exposition cérébrale du fragment Fc vectorisé avec un
peptide spécifique du LDLR était augmentée de 2 a 3 fois comparée a une souche de souris
transgéniques ne possédant pas le LDLR. L’analyse du trafic intracellulaire a montré que le
fragment Fc vectorisé est colocalisé avec un marquage EEA de I'endosome et n’est pas colocalisé
dans le lysosome (196). D’autres récepteurs ont été décrits comme RMT permettant de franchir la
BHE. Il s’agit du récepteur LRP1 (18) (197), ou du récepteur de la leptine (198). Toutefois, dans ces
deux cas, ce ne sont pas des anticorps qui ont été utilisés pour franchir la BHE, mais des peptides.
Le principal probléme des RMT décrits préecédemment est qu’ils sont présents de maniére
ubiquitaire. lls ne sont pas spécifiques du cerveau.

Je vais maintenant détailler les stratégies qui ont été utilisées pour tenter de trouver de nouveaux

récepteurs qui médient la transcytose a travers la BHE.

1.3 Stratégies utilisées pour découvrir de nouveaux mécanismes pour franchir la BHE

En 2007 plusieurs spécialistes de la BHE se sont réunis sur le theme des stratégies pour faire
progresser la recherche dans le domaine des barriéres cérébrales. Le compte rendu a été publié
(199). Des recommandations y sont faites pour trouver des nouveaux transporteurs pour traverser
la BHE en utilisant des études génomiques et protéomiques. lls préconisent de développer des
centres avec des biologistes spécialistes du transport a travers les membranes, pharmacologues,
des ingénieurs et des spécialistes de I'imagerie. Banks, dans une revue publiée en 2016, préconise
de continuer I'exploration de transporteurs inconnus car la plupart des transporteurs de la BHE ne

sont pas encore découverts. |l souligne la difficulté d’élaborer une stratégie universelle (200).
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La nature omniprésente des cibles RMT cérébrales actuelles a motivé de nombreux laboratoires
universitaires et industriels a rechercher des systéemes RMT alternatifs. Un systtme RMT idéal
pouvant étre utilisé comme transporteur thérapeutique cérébral aurait trois caractéristiques
principales. La premiére serait une expression sélective au niveau de la BHE avec une expression
nulle ou relativement faible dans le systeme vasculaire périphérique ou dans d’autres tissus
(163). La deuxieme caractéristique serait une abondance élevée de RMT au niveau de la BHE
aidant a conduire a un transport efficace a travers les cellules endothéliales. La derniére
caractéristique qui intégre des aspects des deux premiers, est que le systéme RMT se traduirait par
un transport efficace de la charge utile (%ID/g) a travers la BHE (201). Un turnover rapide devrait

étre un avantage aussi.

Plusieurs stratégies ont été décrites pour découvrir de nouveaux mécanismes permettant de
franchir la BHE. La premiére approche est une identification différentielle de nouveaux récepteurs
RMT a partir de bases de données générées par profilage moléculaire de la BHE. L'utilisation de
ces données protéomique, génomique ou transcriptomique (« omique ») combinées a une

caractérisation fonctionnelle permet la sélection de nouvelles cibles.

1.3.1 Omique
Plusieurs études omiques ont permis d’identifier des cibles enrichies sur les microcapillaires

cérébraux. Celles qui sont suffisamment exprimées peuvent ensuite étre étudiées.

1.3.1.1 Génomique et transcriptomique

Au cours du temps, les études de génomiques et transcriptomiques ont évolué avec la technologie.
Il'y a d’abord eu des études dans les années 90 de protection de la RNase pour identifier des ARNm
cibles. La quantité de matériel concernant la microvascularisation ne représente qu’un 1000™e du
volume d’un cerveau total. Si un récepteur n’est pas suffisamment exprimé, il est impossible de le
détecter car les techniques d’amplification ne sont pas assez sensibles. Au début des années 2000,
les chercheurs ont utilisé I'hybridation par suppression soustractive (SSH) et le séquengage SAGE
(serial analysis of gene expression). La SSH permet d’augmenter la précision des analyses et est
adaptée a I'analyse de génes peu représentés. De plus, elle ne demande pas de grande capacité
de séquencage car seules les ADNc avec une expression différentielle sont analysés. C’est pour
palier ce manque que les techniques d’hybridations suppressives de soustraction ont été utilisées
(202). A partir de 2008, la Polymerase Chain Reaction quantitative (QPCR) a été utilisée, puis les
puces d’expression. Aprés 2015, les capacités d’analyse de matériel amplifié a partir de Reverse
Transcription RT-qPCR ont été améliorées par le développement du Next Generation Sequencing
(NGS) dont le RNA-seq. Le RNA-seq sur cellule unique a permis d’améliorer la spécificité du
matériel de départ. En effet, I'isolement des cellules endothéliales microvasculaires cérébrales est

primordiale car elles sont étroitement liées a d’autre types cellulaires comme les astrocytes et les
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péricytes. Le RNA-seq sur cellules uniques permet de s’affranchir de ce biais. L'utilisation des souris
transgéniques permet d’étiqueter spécifiquement les cellules endothéliales. Cela facilite I'isolement
de ces cellules spécifiques de la BHE. Ces études sont a relativiser puisque 21% des génes

corticaux ont une expression différentielle en fonction de I'espéce (203).

Nous avons analysé toutes ces études et les présentons ci-dessous en les regroupant en fonction
de leurs thémes et objectifs : Etude de transporteurs, identification de génes enrichis sur les
microvaisseaux, génération de bases de données d’expression et d’atlas moléculaires exhaustifs,
compréhension des mécanismes de formation de la BHE au cours de 'embryogénése, étude de
'influence de pathologies ou de traitement sur I'expression génique et enfin la compréhension du

mode d’entrée dans le cerveau de certains virus, bactéries ou autres pathogenes.

Les études de transporteurs comme les ABC ou les transporteurs SLC, donnent des profils
d’expression en fonction des tissus et des espéces. Dés 1993, I'étude de TARNm du transporteur
d’acides aminés cationiques sodium indépendant (systéme y) a été réalisée par Stoll et al. lls ont
détecté un enrichissement de 38 fois de TARNmM de ce systéme y sur des préparations de micro-
capillaires cérébraux et de plexus choroides de rats comparées a un homogénat de cerveau (204).
En 1999, Boado et al ont créé une librairie ’ARNm a partir ’ADNc de cerveaux de bovins. lIs ont
isolé TARNm du transporteur d’acides aminés Large neutral Amino acid Transporter (LAT1) d’'une
librairie de phages Agt11 d’ADNc bovin. L’homologie de séquence de LAT1 entre le bovin et le rat
est de 89%. Apres avoir vérifié la fonctionnalité de LAT1 par des tests de transport du tryptophane
dans les ovocytes de grenouilles transfectées avec cet ADNc, ils ont fait une étude de Northern
Blot. lls ont ainsi évalué 'abondance de la séquence de LAT parmi la librairie. lls ont montré que
'ARNmM de LAT1 était enrichi 100 fois sur les micro-capillaires cérébraux bovins comparés a la
lignée de gliome C6 de rat ou au cerveau total de rat. LARNm de LAT1 n’a pas été détecté dans
les poumons, cceur, foie et reins de rat (205). En 2008 Dauchy et al font 'analyse par RT-gPCR et
western blot de résections d’épilepsie ou de gliomes de sept patients. lIs isolent les micro-vaisseaux
et comparent I'expression de transporteurs de la BHE entre les micro-capillaires et le cerveau total
(206). Cette etude est complétée en 2011 par la méme équipe avec cing nouveaux échantillons.
Les échantillons sont a nouveau analysés mais cette fois par RT-qPCR et Liquid-Chromatography-
tandem Mass-Spectrometry (LC-MS). lls ont montré un enrichissement de TARNm de LAT1, OCT3,
OATP2B1, MCT1, OCTN2 et MATE1 dans les microvaisseaux cérébraux (207). En 2009, Warren
et al ont fait une étude transcriptomique par gPCR des transporteurs de cellules endothéliales micro-
capillaires de cerveaux humains (résection de patients épileptiques), rats, souris, porcs et bovins.
Cette étude met en évidence des membres des transporteurs ABC qui participent a I'efflux de la
BHE. lls ont observé des différences inter especes (208). Geier et al ont utilisé des échantillons de

cortex humain provenant de quatre donneurs décédés pour préparer des fractions enrichies en
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microcapillaires cérébraux afin d’identifier des transporteurs humains de la BHE. lls ont suivi
I'expression de 359 transporteurs SLC et 49 transporteurs ABC en comparant les microvaisseaux
au cortex, puis ils ont fait une analyse comparative de I'expression par rapport au rein et au foie
(échantillons commerciaux de donneurs différents). lls ont identifi¢ des transporteurs connus
comme SLC7A5, SLCO2B1, ABCB1et ABCG2 et des nouveaux, jusqu’alors inconnus au niveau de
la BHE humaine comme SLC26s, SLC19A3, SLC6A13 et SLC47A2 (209). Suhy et al ont effectué
une analyse RNAseq du cortex et des cellules endothéliales microvasculaires cérébrales obtenues
de l'autopsie de deux donneurs humains. Les mémes échantillons d’ARN avaient déja été analysés
concernant I'expression du transporteur a l'aide de la qRT-PCR 4 ans auparavant (209). L’étude
RNAseq confirme un certain nombre de transporteurs hautement enrichis dans les cellules
endothéliales microvasculaires cérébrales (par exemple : ABCB1, ABCG2, SLCO2B1 et SLC47A1),
mais détecte également de nouveaux transporteurs non identifiés. Les transporteurs solidement
enrichis, détectables a la fois par RNAseq et qRT-PCR et soutenus par des études antérieures,
comprennent SLC26A1 (209), SLC7A5 (LAT1) (210), SLC1A7 (211), SLC22A5, (207) SLC25A48
(212), ABCG2, ABCC4 et ABCB1. Cependant, des transporteurs enrichis dans les cellules
endothéliales microvasculaires cérébrales, nouvellement identifiés par RNAseq, n’avaient pas été
détectés par qRT-PCR. Ceux dont les rapports cellules endothéliales microvasculaires
cérébrales/cortex entier sont supérieurs a 3 comprennent : SLC38A8, SLC13A4, SLC45A2,
SLC7A5P1, SLC38A4, SLC22A14, SLC7A5P2 et SLC30A10. Le biais de cette étude est le peu
d’échantillons analysés, issus seulement deux donneurs (213). S’agissant d’'une étude chez
I’'homme ce biais est important car la variabilité inter individu est beaucoup plus importante que dans
une méme souche de souris (214).

Plusieurs études ont pour obijectif I'identification de génes enrichis sur les microvaisseaux ou
cellules endothéliales, soit par rapport au parenchyme cérébral, ou a d’autres organes ou cellules
périphériques. En 2001, Li et al (161) ont utilisé la SSH pour sélectionner des génes enrichis sur la
BHE par rapport au cerveau entier. Cette technologie permet une amplification par PCR uniquement
de fragments d'ADNc qui different entre un contréle (guide) et un transcriptome expérimental (test)
(215). En effet, les ADNc communs entre les groupes guide et test sont présents sous forme double
brins et sont éliminés. La banque initiale a été préparée a partir d'ADNc dérivés d'ARNm de
capillaires de cerveau de rat aprés soustraction de 'ADNc issu d'ARNm de foie et de rein de rat. Le
criblage est ensuite réalisé par Northern Blot. L’étude de 5 % de I'ADNCc des capillaires sélectionnés
par hybridation soustractive a permis d'identifier 50 produits géniques et plus de 80 % d'entre eux
sont exprimés sélectivement au niveau de la BHE. lIs ont retrouvé des genes connus tels que:
MBP, TFRC, MHC et des génes avec de nouvelles séquences dont la fonction est inconnue (161).

En 2002 Shusta et al ont décrit leurs résultats obtenus avec la méthode SSH pour analyser des

69



parties de génome d’intérét. Ici, la technique SSH a été utilisée sur les microvaisseaux du cerveau
humain (issus de résections de neurochirurgies) pour identifier les génes enrichis sur la BHE par
rapport au foie et aux reins. Dans cette étude, Shusta et al ont étudié les 71 premiers clones
exprimés de fagon différentielle dans la microvascularisation cérébrale. Vingt d’entre eux étaient
des génes codant pour des protéines ayant une fonction connue qui étaient impliqués dans
'angiogenése, la neurogenése, le transport moléculaire et le maintien des jonctions serrées
endothéliales ou du cytosquelette. Dix-huit génes codaient pour des protéines d’une fonction
inconnue, dont cing génes contenant des séquences d’ADN satellite. Il s’agit du premier
groupement de génes enrichis dans la microvascularisation cérébrale humaine (202). Enerson et al
rapportent pour la premiére fois en 2006 un profil d'expression génique complet des microvaisseaux
cérébraux de rat en utilisant une analyse SAGE. Les analyses SAGE demandent une grande
capacité de séquencgage et ont une sensibilité de 1/10000e par rapport a I'organe cible. C’est-a-dire
qu’on ne pourra pas détecter des génes dont I'abondance est inférieure a 1 pour 10 000 (202). Pour
identifier les transcrits enrichis dans les microvaisseaux, ils ont comparé les catalogues SAGE des
microvaisseaux cérébraux et de cortex de rats qu’ils ont générés et un catalogue SAGE de
I'hippocampe généré par I'équipe de Datson et al en 2001. Les résultats d’Enerson indiquent que
31 % des génes enrichis en microvaisseaux correspondent a des génes connus, tandis que 61 %
correspondent a des séquences transcrites (EST) dans la base de données Unigene. lIs ont identifié
864 génes, dont plusieurs sont déja connus pour leur expression abondante au niveau de la BHE,
comme le TFRC. Le tri des génes selon leur fonction a révélé des groupes qui codent pour les
transporteurs (11 %), les récepteurs (5 %), les protéines impliquées dans le trafic des vésicules (4
%), les protéines structurelles (10 %) et les composants des voies de transduction du signal (17 %).
Leur analyse montre pour la premiére fois que le transporteur de vitamines sodium-dépendant
(SMVT, NM_130746), un transporteur spécifique du pantothénate, de la biotine et du lipoate, est
enrichi dans les microvaisseaux cérébraux. lls identifient également le symporteur sodium/iodure,
Slc5a5 (NIS). Des protéines structurelles et les protéines impliquées dans lI'adhésion cellulaire sont
fortement représentées dans les microvaisseaux cérébraux. Les génes des protéines qui forment
la membrane basale qui entoure les cellules endothéliales et les péricytes tel que la laminine et la
fibronectine et les génes du cytosquelette, comme la vimentine, la tubuline, et le muscle lisse a -
actine sont trés représentés dans l'ensemble de données (162). En 2010, Daneman et al ont
analysé le génome de cellules endothéliales du cortex, du foie et du rein des souris transgéniques
Tie2 avec des puces Affymetrix Genome Mouse 430 2.0. lls ont notamment identifié 50 génes
surexprimés a la BHE comparé au parenchyme, parmi lesquels les génes des jonctions serrées et
de transporteurs transmembranaires qui sont Itm2a, Apcdd1, Tmeff1, Tmem23, Ly75, Ly6c, cd34,
Pcdh19 et Extl3 (18). Dans une autre étude RNAseq sur des préparations de microvaisseaux

cérébraux isolées de tissus congelés humains (3 individus différents) et de souris par
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microdissection par capture laser, Song et al améliorent les bases de données sur les cellules
endothéliales et les péricytes. L’intérét étant que les échantillons de chaque espéce ont été prépares
dans les mémes conditions. Les données transcriptomiques ont permis d'identifier des génes
enrichis jusqu'alors inconnus. Par exemple, des transporteurs présumés enrichis dans les péricytes
humains qui peuvent étre impliqués pour le passage de la BHE humaine, tels que le cotransporteur
de chlorure de potassium SLC12A7 et le transporteur de bétaine SLC6A12. lIs ont mis en évidence
les différences dans I'expression des génes associés aux microvaisseaux entre les espéces souris
et humains qui peuvent étre pertinentes pour la régulation de la BHE et I'administration de
meédicaments. En comparant les données des microvaisseaux des microdissections par capture
laser humains avec les ensembles de données transcriptomiques des cellules microvasculaires
cérébrales humaines déja existantes, ils ont identifi¢ de nouveaux marqueurs des péricytes du

cerveau humain (214).

Au fil des années et avec I'avenement des technologies, les études évoluent de plus en plus vers
la génération de bases de données d’expression et d’atlas moléculaires exhaustifs. En 2014, Zhang
et al publient une étude de RNAseq a partir de différents types cellulaires de cerveaux de souris
adultes pour mieux comprendre leurs fonctions et leurs interactions. Les différents types cellulaires
(astrocytes, neurones, oligodendrocytes, cellules endothéliales, péricytes sont isolés par
Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS) ou par immunopanning a partir de différentes souris
transgéniques (souris Tie2-EGFP pour isoler les cellules endothéliales). lls décrivent les 20
récepteurs transmembranaires les plus enrichis dans les cellules endothéliales comme : ffrc,
Pglyrp1, H2-D2, Eltd1, Kdr, Eng, Egalité1, Cav1, FIt1, Fcgrt, Sema7a, Dsl, Acvrl1, Tek, Gpr116,
Fzd6, Ptprb, Apinr, Ptprg, PIxnd1. lls décrivent des génes marqueurs du type cellulaire endothéliale :
Cldnb, Ly6a, Ly6c1, Card, Bsg, Sic1a4, Sic16a1, Vwa1, Cd34, Egfi7, Sic35t2, Tiel et des facteurs
de transcription : Erg, Foxq1, FoxI2, Bcl6b, Sox7 (216). En 2016, les mémes scientifiques ont fait
une étude RNA-seq sur des échantillons humains issus de résections d’'épilepsie ou de gliomes de
patients. Par immunopanning, ils ont isolé les différents types cellulaires du cerveau et notamment
les cellules endothéliales (Figure 27). L’analyse RNAseq de leurs échantillons est consultable sur

http://www.brainrnaseq.org (217).
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Figure 27 :Isolement et tri de différentes populations cellulaires par immunopanning (217).

Tasic et al ont décrit une analyse RNAseq a partir de microdissection de cortex visuel primaire de
souris. lls identifient 49 types cellulaires différents dans cette région et s’intéressent surtout aux
différents types neuronaux (218). Une partie des données des études que nous avons décrites ci-
dessus (Figure 27) a fait I'objet d’'une méta analyse qui a permis d’identifier des génes, spécifiques,
enrichis par rapport aux autres types cellulaires et en abondance dans les cellules endothéliales
comme : itm2a, bsg, ifitm1, apold1, rscgb. lls ont exploité les données de Zhang et al en 2015 (216)
et 2016 (217), Darmanis et al (219), Zeisel et al (220) en 2015, et Tasic et al en 2016 (218,221).
Ces données sont consultables dans une base accessible a tous : BRETIGEA (BRain cEll Type
speclfic Gene Expression Analysis). En 2018, He et al, décrivent un ensemble de données de
séquencage de 'ARN (scRNA-seq) issu de cellules uniques et définissent des types et des sous-
types de cellules vasculaires associées aux vaisseaux dans le cerveau et les poumons de souris.
L’ensemble de données contient 3 436 transcriptomes unicellulaires provenant du cerveau de
souris, qui ont formé 15 groupes distincts correspondant a des sous-types de cellules, et 1 504
autres transcriptomes unicellulaires du poumon de souris, qui ont formé 17 groupes de cellules.

Leur base de données est facilement consultable :

http://betsholtzlab.org/VascularSingleCells/database.html. Ces données constituent un atlas

moléculaire complet des types de cellules vasculaires associées aux vaisseaux dans le cerveau et
les poumons de la souris (222). Le projet Tabula Muris Tabula Muris (czbiohub.org) en 2019
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consiste en I'analyse RNAseq de cellules uniques chez la souris adulte de 20 organes différents.
Les auteurs se concentrent sur les cellules endothéliales du tissu cardiaque mais ils ont tout de
méme noté que Slic2at et ltm2a sont exprimés exclusivement par les cellules endothéliales
vasculaires cérébrales (223). En 2020, Kalucka et al ont fait une étude RNAseq sur cellules uniques
sur des cellules endothéliales provenant de 11 organes de souris. lls ont mis en évidence différents
types de cellules endothéliales. lls ont montré que les cellules endothéliales ont un profil

d’expression qui dépend de 'organe d’origine. Leurs résultats sont consultables sur

https://www.vibcancer.be/software-tools/ec-atlas (224).

Des études soulignent également une difficulté supplémentaire dans I'analyse de la BHE en raison
de la perte rapide du phénotype des cellules primaires ou de lignées en culture. Ainsi Lyck et al ont
fait une étude transcriptomique avec des puces Affymetrix genome Mouse 430 2.0 de cellules
endothéliales microcapillaires cérébrales de souris pour évaluer le transcriptome des cellules
endothéliales microvasculaires cérébrales in vivo comparé au bend5 (lignée de cellules
endothéliales de souris immortalisées). lls ont analysé les transporteurs d’acides aminés, les
jonctions serreées, et les transporteurs ABC et SLC. lIs ont mis en évidence les changements induits
par la culture dans I'expression des génes. lls ont identifié I'expression différentielle de certains
transporteurs d’acides aminés par RT-gPCR. lIs ont noté que 4F2hc, Lat1, Taut, Snat3, Snat5, Xpct,
et Cat1 sont abondants mais dérégulés en culture. Snat2 et Eaat3 sont stables malgré la culture et
y+Lat2, xCT, et Snat1 sont surexprimés en culture (225). Urich a comparé les profils
transcriptomiques de lignées hCMEC/D3 avec des cellules primaires humaines et a montré
plusieurs différences d’expression de transporteurs spécifiques de la BHE : Glut1 (SLC2A1), MCT1
(SLC16A1), MCT8 (SLC6A2), TauT (SLC6A6), CAT1 (SLC7A1) et LAT1 (SLC7AS5). Dans la famille
des transporteurs ABC, I'expression des transporteurs P-gp (ABCB1), MRP4 (ABCC4) et BRCP
(ABCGZ2) diminue en culture. lls mettent en évidence le besoin d'améliorer les modéles de BHE in

vitro et I'importance de I'environnement des cellules endothéliales du cerveau (226).

Des études plus ciblées sont réalisées pour comprendre les mécanismes en jeu lors de la formation
de la BHE au cours de 'embryogénéese. En 2014, Ben-2vi et al ont découvert un géne impliqué
dans la perméabilité de la BHE. lls se sont appuyés sur les propriétés fonctionnelles de la BHE pour
l'identifier. lls ont fait des injections de traceurs dans le foie de souris embryonnaire et ont analysé
'étanchéité du réseau capillaire au niveau du cerveau. lls ont ainsi pu identifier le stade
embryonnaire auquel la BHE est intégre. lls ont analysé le profil d’expression des génes par puce
Affimetrix dans cette fenétre de temps dans le cerveau et le poumon et ont identifié le géne mfsd2a
qui étaient 80 fois plus représenté dans le cerveau que dans le poumon. lls ont ensuite vérifié
I'expression de la protéine par immunohistochimie et ont mis en évidence que la protéine était

sélective des cellules endothéliales cérébrales et n’était pas présente dans le plexus choroide. En
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suivant par microscopie électronique I'injection de HRP par voie systémique, ils ont mis en évidence
une augmentation du trafic vésiculaire et de la transcytose dans les souris KO pour mfsd2a. De plus
les souris PDGFRB-/- présentent également une expression nulle de Mfsd2a et une perméabilité de
la BHE. La régulation de la transcytose semble donc étre orchestrée par les péricytes qui influent
sur I'expression de mfsd2a qui est responsable du trafic vésiculaire dans la transcytose (12). En
2015, Darmanis et al publient une étude RNAseq sur cellules uniques sur des échantillons de
cerveaux humains provenant de 8 adultes et 4 embryons (16 a 18 semaines de gestation). lls ont
utilisé deux techniques pour trier les cellules. Soit, ils ont appliqué une approche impartiale qui
permet de classer les cellules en 10 groupes en fonction de leur expression génique. Soit, ils ont
fait les groupes de cellules en se basant sur les analyses RNAseq précédentes faites chez la souris
et en retrouvant les orthologues humains des 50 génes les plus enrichis dans chaque type cellulaire.
lls ont obtenu 7 groupes de cellules. Méme si'essentiel de leur étude est consacrée aux populations
neuronales et a leur hétérogénéite, ils notent que les cellules endothéliales sont celles, avec les
cellules microgliales qui expriment le moins de génes. Cependant, il 'y a pas d’analyses relatives
ala BHE (219). Hupe et al ont défini des profils de transcription des cellules endothéliales cérébrales
murines a différents stades embryonnaires qui révelent la nature distincte de I'endothélium cérébral
par rapport a d'autres systémes vasculaires spécifiques d'un organe. lls ont généré une lignée de
souris transgénique mCherryTRAP sous le contréle d’'un promoteur spécifique des cellules
endothéliales : CreERT2. Ainsi, ils ont séquencé uniquement les ARN du systeme vasculaire. Il a
été montré que la formation de la BHE est déja initiée a E9,5 (19) mais, leurs données indiquent
que la grande majorité des transcrits associés a la BHE commencent a étre traduits a E11.5 ou
E12.5. lls ont identifié des génes enrichis dans le systeme vasculaire du SNC (Nkd1, Ppard et Ttyh2)
qui n'avaient pas été précédemment rapportés comme étant spécifiguement enrichis dans les

cellules endothéliales cérébrales Figure 28 (227).
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Figure 28 :Analyse transcriptomiques de cellules endothéliales originaires de tissus différents (227).

Des études se sont attachées a comprendre l'influence de pathologies ou de traitement sur
'expression génique. En 2019, Goodall et al ont publié les changements d’expression ’ARNm et
de miRNA, de cellules de la BHE, liés au vieillissement. lls ont comparé les données d’échantillons
humains jeunes et &gés avec des échantillons de souris de 3, 12 et 24 mois. Le transcriptome est
diminué chez 'lhomme et ils ont mis en évidence des génes dont I'expression varie dans le méme
sens au cours du vieillissement dans les deux espéces : ARHGAP42, DSCAM, SNAI2, ERLEC1,
GRIN2C, ZNF704, ATF6, FOXA1, FOXP1, BECN1, TP53 (228). Spaethling et al ont mis en
culture des biopsies de 7 patients (3 opérés pour traiter une épilepsie et 4 pour glioblastome de
stade 4) et cultivé six grandes classes de cellules cérébrales pendant 3 semaines avant de faire
une analyse de 300 cellules en RNA seq. Les patients avaient de 24 a 63 ans et certains prenaient
des traitements. lls ont identifi¢ des ARN enrichis dans chaque classe, trouvé des systémes
susceptibles de contrdler cet enrichissement génétique et prédit des altérations de I'expression des
genes résultant d’interventions thérapeutiques in vivo dans plusieurs types de cellules. C’est
certainement un des premiers exemples de la médecine de précision dans le but de proposer des

traitements personnalisés aux individus. Par exemple dans les cellules endothéliales, ils identifient
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une relation entre le traitement par le lévétiracétam (dérivé de la pyrrolidone) ou la dexaméthasone
et les génes GFAP, CD14, PDPN et HTRAS3. La culture primaire de cellules cérébrales adultes a
partir de biopsies humaines permet d’aborder la plasticité intégrée dans le systéme humain dans
un modeéle différent des lignées cellulaires comme hCMEC/D3. lls ont mis en évidence la
surexpression dans les cellules endothéliales des genes : TBXAZR, CYP1B1, TBX3, FN1, GPER1,
PDGFRB, ACTAZ2, CAV1, PGF, NR2F2. lls concluent de leurs analyses que les RNA devraient étre
pris comme sélectifs et non pas spécifiques d’un type cellulaire. En effet ils sont souvent enrichis
dans un type cellulaire mais présent en plus faible quantité dans d’autres. Ces données fournissent
une variété de phénotypes inhérente aux cellules du cerveau humain pour le bon fonctionnement

de cet organe Figure 29 (229).
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Figure 29: Analyse transcriptomique par RNA-seq de cellules issues de résections chirurgicales
cultivées in vitro pendant 3 semaines (229)

Dusart et al en 2019 ont compilé les résultats des analyses des données accessibles dans les bases

suivantes : projet Genotype-Tissue Expression (GTEx) (gtexportal.org) n = 158, 108 hommes, 50

femmes, agés de 20 a 79 ans, du TCGA Research Network (https://www.cancer.gov/about-

nci/organization/ccg/research/structural-genomics/tcga) et du portail de connaissances AMP-AD

(https://www.synapse.org) (ID de I'étude : syn3163039) (n = 80, 41 hommes, 39 femmes, agés de

53 a 90 ans). Un ensemble de données de scRNAseq cérébraux normaux (219) et RNAseq de
types de cellules cérébrales humaines et de souris isolées (216,217) a été téléchargé a partir de la
base de données Gene Expression Omnibus (GEO). lls ont mis en évidence des génes enrichis
dans les cellules endothéliales cérébrales : CYYR1, ESAM, SHE, LSR, GATA2, PRKH, TCNZ2,

MARVELD2, ABCB1, PALMD, PAQRS, ACVRL1, SULT161, LY75, ANXA3 et surtout des génes
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marqueurs de glioblastomes comparés aux tissus sains. Leurs résultats sont accessibles sur le site

suivant : https://cell-enrichment.shinyapps.io/Brain/ (230). Un des aspects sur lequel cette étude

aurait pu étre éclairante est celui de la perméabilité de la BHE dans le glioblastome comparé au
cerveau normal. Cette question reste trés débattue dans la communauté scientifique. Certains
auteurs démontrent une perturbation de la BHE dans I'environnement tumoral (231). Méme si la
BHE est perturbée dans des régions tumorales, elle reste intacte dans les régions péri-tumorale et
peut-étre une entrave au passage des biothérapeutiques (232). C’est également le cas des sites
micrométastasiques et des petites cellules tumorales en bordure de glioblastome non visibles a
I'lmagerie par Résonnance Magnétique (IRM). Ces cellules tumorales sont localisées derriere une
BHE saine (233).

En 2020, Jambusaria et al propose une analyse différentielle par RNAseq cellules uniques chez la
souris en condition physiologiques ou d’'inflammation sur 3 organes dont le cerveau. lls ont utilisé
un modele de souris RiboTag. Ces souris LoxP expriment une étiquette HemAgglutinin (HA) sur la
protéine ribosomique Rpl22 ce qui permet I'isolement direct dARNm spécifiques aux tissus
subissant une traduction sans dissociation cellulaire Figure 30. lls ont créé une base de données

consultables qui donne I'enrichissement de chaque géne détecté Rehmanwebsite (rehmanlab.org)

en condition physiologique ou inflammatoire (injection de lipopolysaccharide (LPS) 10mg/kg). Dans
cette étude, les génes les plus représentés dans les cellules endothéliales de cerveau sont : Mbp,
Plp1, Calm1, Sanp25, Kifba, Atp1a3, Sic1a2, Sparcl1, Cpe, Scd2 (234).
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Figure 30 : Sélection de cellules endothéliales de souris transgéniques en vue d’'une analyse
transcriptomique par RNAseq (234).

La compréhension du mode d’entrée dans le cerveau de certains virus, bactéries ou autres
pathogenes a motiveé plusieurs recherches (235) et (236). Celle de Jiménez-Munguia a fait appel a
des techniques de transcriptomique. Dans cette étude, les auteurs font une analyse fonctionnelle
intégrative pour mettre en évidence les événements de signalisation cellulaire dans les hCMEC/D3
en contact avec S. pneumoniae ou LBP (laminin binding protein). LBP est 'une des principales
protéines de surface streptococcique qui déclenche des événements de signalisation dans les
cellules endothéliales microvasculaires cérébrales. lls veulent contribuer a une meilleure
compréhension de l'invasion des pneumocoques a travers la BHE et soulignent le role de 'adhésine
LBP dans l'expression génique du complexe neurovasculaire. Au total, 350 génes exprimés
différentiellement (DEG) ont été identifiés aprés une infection par S. pneumoniae, contre 443 DEG
lors d’'une incubation avec LBP. Au total, 231 DEG sont communs dans les deux traitements.
L’analyse fonctionnelle intégrative a révélé que les DEG appartiennent aux cytokines, aux
chimiokines, aux voies de signalisation du TNF et a la formation de phagosomes. lls mettent en
évidence Vascular Cell Adhesion Molecule (VCAM), ICAM, SELE, CCR10 comme génes impliqués
dans la migration transendothéliale des leucocytes. lls ont identifié une expression accrue des
protéines d’adhésion (comme ICAM-1) pour faciliter 'adhésion des macrophages a I'épithélium
microvasculaire pour contribuer a la clairance du pneumocoque (237). Pour arriver a comprendre
I'énorme différence de tropisme cérébral d’'un Adeno-Associated Virus (AAV) entre les souris BalbC
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et C57BI6 , Huang et al (238) a criblé différentiellement le génome de 13 souches de souris et a
identifié un récepteur, LY6GA, qui serait impliqué comme récepteur de AAV-PHP.B. Ils montrent une
abolition du tropisme cérébrale si le géne LY6GA est modifié par « Clustered Regularly Interspaced
Short Palindromic Repeats » (CRISPR) ou en utilisant des anticorps bloquants. lls augmentent la
transduction de ce vecteur dans les cellules Human Embryonic Kidney (HEK) ou Chinese Hamster
Ovary (CHO) dans lesquelles LYGA est surexprimeé.
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Théme Auteurs Année Technique Espéce Matériel Geénes identifiés / Résultats
Stoll (204) 1993 RNAs_e Rat Microvaisseaux cap|||a|res"cerebraux et Caat(Cationic Amino Acid Transporter) system y+
protection de plexus choroide
Librairie de
Boado (205) 1999 cDNA phage Bovin Microvaisseaux capillaires cérébraux LAT1
Agt11
Microvaisseaux capillaires cérébraux .
Dauchy (206) 2008 RT-gPCR et Humain résections de gliome ou d'épilepsie de 7 ABCB1, ABCG2, A.Bc,cs’ ABCC12, CYP1B1 surexprimés
WB ) ABCC11 sous exprimés
patients
RT-qPCR et Microvaisseaux capillaires cérébraux
Shawahna (207) | 2011 g Humain résections de gliome ou d'épilepsie de 12 | LAT1, OCT3, OATP2B1, MCT1, OCTN2 et MATE1
LC-MS .
patients (7 de Dauchy et al + 5 new)
Transporteurs Rat -
a Sof::”s Capillaires de cerveau rats, souris porcs, | ABCB1, ABCC1, ABCC4, ABCC5 et ABCG2,
Warren (208) 2009 qPCR t?ovins bovins, humain (résection de patients Nouveaux transporteurs ABCA3, ABCA4, ABCB4, ABCB7, ABCC3, ABCC6, et ABCC10
humains épileptiques) ABCC4, ABCC5, ABCG2, et ABCC10 différences de niveau d'expression inter espece
RT-PCR Microvaisseaux capilaiies cerébraux | vs cortex: SLC7A5, SLCO2B1, ABCB1et ABCG2, SLC26s, SLC19A3, SLC6A13et SLCA7A2
Geier (209) 2013 OpenArra Humain ARNM d:foie et de reins humain Vs rein : ABCB1, ABCC5, ABCG2, SLC22A5 et SLCO1A2
P y commercial Vs foie : ABCB1, ABCC4, ABCG2, SLC19A1, SLC22A5 et SLCO2B1
Microvaisseaux capillaires cérébraux ABCB1, ABCG2, SLCO2B1 et SLC47A1, SLC26A1, SLC7A5 (LAT1), SLC1A7, SLC22A5,
Suhy (213) 2017 RNAseq Humain autopsie SLC25A48, ABCG2, ABCC4, ABCB1, SLC38A8, SLC13A4, SLC45A2, SLC7A5P1, SLC38A4,
P SLC22A14, SLC7A5P2 et SLC30A10
Zhang (239) | 2020 RNA Seq Humain Microvaisseaux capillaires cérébraux | rrpe |NSR)IGF1R, IGF2R, LRP1, LDLR, LRPS, CDC50A, SLC2A1, SLC3A2 et LEPR
souris Echantillon humains issus d'autopsie
Song (214) | 2020 | Microdissection |~ Humain Cegg:ﬁﬁ(g’i”gﬁé’;f:}'::gslef perioytes et | vin, Sicotct, Sic6a20a, Atp13as, Sic22a8
9 laser RNAseq Souris - . ) - . SLCO2A1, GIMAP?, et A2M
3 patients résections chirurgicales
Li (161) 2001 SSH_cervea!U Rat Microvaisseaux capillaires cérébraux Mbp, TfRC, Mhc et des genes inconnus
vs rein et foie
Geénes enrichis Shusta (240) 2002 SSH_cervea_u Humain Mlgrova!sseaux cgplllalr,es_ cer_ebraux 20 génes |mp||gues_dans angiogenése, neurogéneése, transport, jonctions serrées.
vs rein et foie résection de patients épileptiques 18 génes fonctions inconnues
Microvaisseaux capillaires cérébraux
Comparaison de leur catalogue SAGE de
Enerson (162) 2006 SAGE Rat microvaisseaux cérébraux et de cortex Hbb, mt-Co2, Verge, Tfrc, Tsc2, Pkd1, Sic2a1, Cldn5, Sic7a1, Sico1c1 Csrp2, Scarb1, Nrd4a1

avec un catalogue SAGE d'hippocampe
généré par Datson et al 2001.

nouveau transporteur : Smvt, Slcs5a5
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Théme Auteurs Année Technique Espéce Matériel Génes identifiés / Résultats
Puce
Damenan (18) | 2010 | Affymetrix | Souris Tg | Cellules endothéliales de cortex, foie et | .\». ancq1, Tmefft, Tmem23, Ly75, Ly6e, cd34, Pcdh19 et Extl3
genome Mouse | Tie2-EGFP poumon
430 2.0
RNA seq et Souris T Tfrc, Pglyrp1, H2-D2, Eltd1, Kdr, Eng, Egalité1, Cav1, Fit1, Fcgrt, Sema7a, Dsl, Acvrl1, Tek,
Zhang (216) 2014 microar?a Tie2-EGFgP Cellules endothéliales immunopanning | Gpr116, Fzd6, Ptprb, Apinr, Ptprg, Plxnd1, Cldn5, Ly6a, Ly6c1, Car4, Bsg, Smico1a4,
Y Slc16a1, Vwa1, Cd34, Egfi7, Slc35t2, Tiel, Erg, Foxq1, Foxl2, Bcl6b, Sox7
RNAseq sur Cellules iegdm(tt:ggzlr?:iézolees par
Zhang (217) 2016 ce_llules Humain 22 patients de 8 & 65 ans résections http://www.brainrnaseq.org
uniques S . . :
chirurgicales d'épilepsies et de gliome
RNA seq sur
Tasic (218) 2016 cellules Souris Microdissection de cortex visuel primaire | Commentaires sur les différents types neuronaux
uniques
RNAseq sur Cellules de cer\éii)t;)r;glsssomes par des
Darmanis (219) | 2015 Sﬁillulﬁz Humain 8 patients adultes résections chirurgicales Regroupement des cellules par génotype
q et 4 feetus d'IVG
RNA seq sur 3005 cellules issues de microdissection
Analyse de Zeisel (220) 2015 cellules Souris cortex somatosensoriel primaire S1 et Regroupement des cellules par génotype
base de uniques hippocampe CA1
données Immunopanning
. . Zhang 2016 humain, Zhang 2015 souris, .
McKenzie (221) | 2018 '\git?j:r?:e!):se T:;Sﬁlsn RNAseq cellules uniques Darmanis 2015 Eriszzdgsdormfrﬁ? BAREE?%:C 5
humain Tasic 2016 souris et Zeisel 2015 » B89, AP ’ 9
souris
RNA seq sur Cellules endothéliales cérébrales et
He (222) 2018 cellules Souris ulmonaires http://betsholtzlab.org/VascularSingleCells/database.html
unigues P
RNAseq single
cell . Cellules endothéliales de 20 tissus
Feng (223) 2019 Projet Tabula Souris différents Itm2a et Sic2a1
Muris
RNAseq sur -
Kalucka (224) 2020 cellules Souris Cellules endothel|a_|e§ CD31+ de 11 https://www.vibcancer.be/software-tools/ec-atlas
. organes différents
uniques
Puce Cellules endothéliales cérébrales isolées
Affymetrix ar PECAM+ ou cultivées en monoculture 4F2hc, Lat1, Taut, Snat3, Snat5, Xpct, et Cat1 dérégulés en culture
Lyck (225) 2009 | genome Mouse Souris P Snat2 et Eaat3 sont stables malgré la culture
ou en co-culture avec des astrocytes ou -
430 2.0 y+Lat2, xCT, et Snat1 surexprimés en culture
des bend5
RT gPCR
Puce e .
. ) Différences d’expression Glut1 (SLC2A1), MCT1 (SLC16A1), MCT8 (SLC6A2), TauT
BHE Urich (226) | 2012 | AMVTOI | pymain | Cellules NCMECIBS ethuman primary | (s| C6Ae), CAT1 (SLCTA1) et LATH (SLCTAS).
ad“u°°”’s VT P P-gp (ABCB1), MRP4 (ABCC4) et BRCP (ABCG2) sont diminués en culture
développement Fonctionnelle Cellules endothéliales du cerveau ou des
Ben-Zvi (12) 2014 ’ Souris poumons au moment de l'acquisition de | Mfsd2a

puce Affymetrix

I'intégrité de la BHE

81




Théme Auteurs Année Technique Espéce Matériel Génes identifiés / Résultats
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Tableau 1: Etudes transcriptomiques publiées sur les cellules endothéliales
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Les études décrites ci-dessus font ressortir trois grandes conclusions : D’'une part, des analyses qui
utilisent des méthodologies complétement différentes ont identifieé les mémes génes spécifiques de
la BHE. D’autre part, ces analyses montrent I'expression et I'enrichissement sur la BHE de génes
couramment étudiés importants pour ses fonctions comme : les jonctions serrées (claudin 5,
occludin, Zo-1, Zo-2), le transport d’efflux (P-glycoprotéine, et Bcrp), le transport des nutriments
(Glut-1, Mct-1, Lat-1) et d’autres (basigine, anhydrase carbonique 4). La forte reproductibilité des
analyses suggere que ces données pourraient permettre l'identification de nouveaux génes
importants pour la fonction de la BHE (241). Enfin, méme si certaines analyses ont permis
d’identifier des génes spécifiquement exprimés ou enrichis sur la BHE, ou de confirmer la présence
de génes déja connus pour faire de la transcytose (TFRC par exemple), trés peu sont allées jusqu’a

la validation d’'un nouveau mécanisme permettant de transporter des médicaments dans le cerveau.

Il faut noter les difficultés de translabilité des études entre espéce. Zhang et al en 2020 publient
I'abondance de I'ARNm des principaux RMT présent sur la BHE entre des tissus humains et souris.
L'abondance de ces transcrits étant différentes entre ces 2 modéles, il faut en tenir compte lors de
la transition des modéles souris vers humains (239) Un des principaux inconvénients des approches
transcriptomiques est que 'abondance des transcrits n’est pas forcément corrélée avec les niveaux
de protéines et leur activité fonctionnelle. Jiang et al en 2020, ont publié le résultat d’'une étude
protéomique partant du matériel utilisé dans le projet GTEx (Genotype-Tissue Expression). Ce
projet a pour but d’identifier et de quantifier les ARNm de tissus humains. Dans leurs travaux, Jiang
et al ont utilisé la spectrométrie de masse et la quantification pour étudier de nombreux tissus
humains avec de multiples répliques biologiques et les faire correspondre au niveau
transcriptomique dans les mémes tissus. lls ont étudié 201 échantillons dont des cerveaux humains
provenant de 948 donneurs post-mortem issus de GTex. lls ont mis en évidence que I'abondance
de nombreux transcrits d’ARN n’est pas corrélée avec 'abondance des protéines codées. Les
exemples incluent des protéines de transport qui sont impliquées dans la fonction des
neurotransmetteurs et la signalisation cellulaire qui sont trés enrichies dans le cerveau, mais qui ne
présentent pas denrichissement en ARN. Inversement, des transcriptions dARN
enrichies/spécifiques aux tissus peuvent étre trouvées dans des tissus sans enrichissement
protéique correspondant (242). Ces découvertes renforcent la nécessité de compléter 'approche

transcriptomique avec des approches protéomiques.

Ainsi I'approche qui a été développée par le consortium IMI Collaboration on the Optimisation of
Macromolecular Pharmaceutical Access to Cellular Targets (COMPACT) et qui a servi de base a
une partie du travail que nous détaillerons plus loin, a utilisé conjointement transcriptomique et
protéomique pour rechercher des nouvelles cibles RMT (243). De méme, nous verrons dans le

chapitre suivant une des études les plus emblématiques pour lidentification de nouveaux

83



meécanismes de transport des anticorps au cerveau et qui a précisément confirmeé par protéomique

des pistes identifiées par des études transcriptomiques (163).

1.3.1.2 Protéomique
Depuis 2019 a été mis en ligne : « The Brain Atlas » qui indique I'expression des protéines dans le
cerveau des mammiféres en intégrant les données de trois espéces : humain, porc et souris. Human

Protein Atlas (HPA) a intégré les données du projet GTex en 2016.

Nous avons regroupé les études de protéomiques de la BHE selon leurs différents objectifs :
recherche de protéines enrichies dans le tissu cérébral, quantification et localisation des protéines
de la BHE et enfin nous détaillerons la seule entreprise compléte par transcriptomique et
protéomique qui a abouti a l'identification de nouveaux mécanismes de transport au travers de la
BHE. Comme pour les études transcriptomiques, les résultats et les données générées ont évolué

avec les améliorations technologiques.

La méthode globale utilisée pour rechercher les protéines enrichies dans le tissu cérébral est
résumeée sur le schéma suivant Figure 31. A partir de cellules endothéliales cérébrales ou de
microvaisseaux, des fractions sont obtenues par différentes techniques de marquage, de digestion
ou autres. Une détection des peptides présents par spectrométrie de masse permet de faire une
analyse des protéines exprimées dans les échantillons. L’enjeu est maintenant sur I'analyse et

l'interprétation des énormes jeux de données générés par ces études (244).

Brain endothelial cells; Brain vessels/microvessels

Isolation, fractionation Isotopic or metabolic labeling

Sample preparation and digestion

[ Peptide signatures J

Label-free MS proteomics

ks Comparative proteomics

Targeted quantitative
proteomics (SRM-MRM)

MS data analysis

Bioinformatics and statistics

Figure 31: Schéma du processus d'identification et de quantification des protéines génériques
composant l'unité neuro-vasculaire. MRM: multiple-reaction monitoring;, MS, mass spectrometry;
SRM, selected reaction monitoring (244).

L’identification de protéines combinée a une stratégie de départ permettant de concentrer les efforts

sur le cerveau ou la BHE ont été mises en ceuvre par différentes équipes. Certaines études sont
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globales sur le protéome humain et comprennent des données sur le cerveau. Le projet HPA a été
initié en 2003 en Suede. Le but est de générer une carte tissulaire du protéome humain a partir
d’analyses de 32 tissus et 47 lignées cellulaires, avec des données d’expression de 'ARN et des
protéines. 12 tissus supplémentaires ont été analysés par protéomique. Les données sont

consultables sur www.proteinatlas.org. Les analyses mettent en évidence les protéines enrichies

dans les tissus et les profils d’expression pour des classes de protéines spécifiques. Des listes
complétes de génes exprimés a des niveaux élevés dans les tissus ont été compilées, avec des
profils d’expression quantitatifs fournis par transcriptomique et complétée par immunohistochimie.
Cela permet de localiser les protéines dans les sous-compartiments de chaque tissu et organe
jusqu’a la cellule unique (245) (246). D’autres études isolent directement du matériel a partir du tissu
cérébral voire des cellules endothéliales constituant la BHE. En 2008, Lu et al couplent une
microdissection par capture laser immunoguidée CD31+ de cortex de souris a une détection LTQ-
FT MS (Fourier Transfer Mass spectrometry) aprés une digestion a la trypsine. lls identifient une
centaine de protéines dont les transporteurs suivants : Abcb1, Mrp1, Asct1, Slc25a3, Tat1, des
protéines de jonctions et des enzymes métaboliques (247). Chun et al en 2011 ont utilisé la
technique d’identification multidimensionnelle des protéines (MudPIT) sur des membranes isolées
a partir de microvaisseaux cérébraux de souris. MudPIT est une technique protéomique basée sur
la chromatographie dans laquelle un mélange peptidique complexe est chargé directement sur une
colonne microcapillaire triphasique (phase reverse, échange de cation et phase reverse HPLC).
Cette colonne est placée directement en ligne avec un spectrométre de masse en tandem. Les
données de spectrométrie de masse en tandem générées a partir d'une analyse MudPIT sont
ensuite recherchées pour déterminer la teneur en protéines de [I'échantillon d'origine

(https://research.stowers.org/proteomics/mudpit.html). lls ont appliqué cette technique plusieurs fois

afin d’identifier les protéines d’abondance plus faible. Leur stratégie a permis l'identification et la
classification de transporteurs membranaires de la BHE, de protéines a jonction serrée, d’intégrines,
de protéines de la matrice extracellulaire et des protéoglycanes. lls ont comparé leur analyse
MudPIT avec la quantification de transporteurs membranaires connus a partir de microvaisseaux
humains et murins (248). Leurs résultats montrent qu’'une approche MudPIT est appropriée pour
I'identification de protéines a partir de membranes de BHE isolées. En utilisant des microvaisseaux
intacts frais, 58% des protéines enrichies sur la BHE identifiées par microdissection de capture laser
ou électrophorése sur gel étaient également mises en évidence dans leurs études (249). En 2011,
Pottiez et al ont fait une étude protéomique de cellules endothéliales cérébrales de bovins. lls ont
fait une électrophorése 2D sur gel polyacrylamide combiné a de la chromatographie liquide. lls ont
ensuite identifié 81 spots par spectrométrie de masse et réalisé des western blot pour évaluer la
quantité de protéine exprimée. A l'aide de PANTHER (Protein ANalysis THrough Evolutionary

Relationships) et IPA (Ingenuity Pathway Analysis), ils ont déterminé que les protéines identifiées
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sont impliquées dans la structure et I'organisation cellulaire, la signalisation et I'interaction entre les
cellules ou le métabolisme et les processus de modification des protéines (250). En 2013, Geier et
al, ont analysé I'expression protéique de génes surexprimés a la BHE par western Blot et
immunohistofluorescence. Les protéines LAT1, OCT3 (SLC22A3), et le transporteur de folate réduit
(RFC; SLC19A1) ont été détectés dans les microvaisseaux de diameétre inférieurs a 10 ym tandis
que MATE1 (SLC47A1) a été principalement détecté dans les microvaisseaux de diamétres
supérieurs a 10 um (209). Ohtsuki et al en 2013 font une analyse du protéome des hCMEC/D3 par
LC-MS/MS basée sur une quantification absolue par une méthode de multiplexed multiple/selective
reaction monitoring (multiplexed MRM/SRM). lls comparent le protéome des hCMEC/D3 avec des
microvaisseaux humains issus d’expériences précédentes (248) et des HUVEC. Les protéines
ABCA2, MDR1, MRP4, BCRP, GLUT1, 4F2hc, MCT1, ENT1, TFRC InsR et CLDN5 sont exprimées
dans les hCMEC/D3 et les microvaisseaux. Les protéines ABCAS8, LAT1, LRP1 et y-GTP ne sont
exprimées que dans les microvaisseaux tandis que les protéines ABCA3, ABCAG, MRP1 et ATA1
ne sont exprimées que dans les hCMEC/D3 (251). Sato et al en 2019 ont publié les résultats d’'une
étude dans laquelle ils administrent des fractions de protéines cytosoliques hépatiques marquées a
la biotine a des souris in vivo. lls ont identifié neuf protéines biotinylées dans le cerveau des souris :
P05201 aspartate aminotransférase cytoplasmique, Q04447 créatine kinase de type B, P16125 L-
lactate déshydrogénase B, P52480-2 pyruvate kinase isoforme M1, Q99KIO aconitate hydratase
mitochondriale, P06745 glucose-6-phosphate isomérase, P15105 glutamine synthétase, P10649
glutathion S-transférase Mu 1, Q9QZZ4 myosine-XV. lIs focalisent leurs recherches sur la créatine
kinase et démontrent que le type musculaire (CK-MM) est absorbée préférentiellement par les
hCMEC/D3 comparé au type cérébral (CK-BB). Cette absorption diminue a 4°C et en présence
d’inhibiteurs de clathrine et de cavéoline suggérant plusieurs mécanismes de transport a travers la
BHE (252).

Une fois les protéines spécifiques de la BHE identifiées, une information intéressante a obtenir est
leur quantification. On peut facilement comprendre que plus une protéine sera abondante dans les
cellules endothéliales plus elle sera une cible facile et intéressante a étudier. A l'instar des études
protéomiques, une partie des études se sont concentrées sur la quantification de transporteurs. En
2007, Ohtsuki et Terasaki proposent une revue sur les connaissances des transporteurs d’influx et
d’efflux présents sur la BHE et de leur potentiel pour découvrir de nouveaux mécanismes pour
franchir la BHE (253). La technologie repose essentiellement sur une identification des protéines
par la caractérisation en spectrométrie de masse des peptides obtenus aprés digestion trypsique.
La quantification peut se faire grace a I'addition de peptides marqués (Figure 32). lls proposent
d'utiliser la spectrométrie de masse pour créer un atlas de transporteurs présents sur la BHE. Les

transporteurs sont souvent trés glycosylés et peuvent avoir une expression restreinte sur la BHE.
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Le méme groupe a mis au point une technique de spectrométrie de masse (Multiple-Reaction-
Monitoring) MRM LC-MS/MS plus sensible et I'appliquent a une étude protéomique spécifique de la
BHE de souris. Pour la sélection des peptides, ils ont ajouté une étape in silico avec des critéres
spécifiques aux protéines transmembranaires. Cela permet d’augmenter la sensibilité de la LC-
MS/MS classique et de détecter ces protéines faiblement représentées. lls ont quantifie Mdr1a,
Mrp4, Bcrp, 4F2hc, Asct2, Glut1, Mct1, Lat1, Oat3, Oatp2, Oatpf, Taut dans les cellules

endothéliales capillaires cérébrales (254).
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Figure 32: Représentation schématique de la stratégie de quantification des protéines (254). La
stratégie de quantification est composée de trois sections comprenant la sélection peptidique in-
silico (zone jaune), I'analyse MRM multicanal (zone bleue) et 'analyse DATA (zone rouge).

Les protéines cibles sont aléatoirement digérées avec de la trypsine et les peptides détectables
dans LC-MS/MS sont sélectionnés au moyen d’une approche informatique. Les peptides
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sélectionnés sont synthétisés sous forme d’ensembles non marqués et stables radiomarqués.
L’analyse de trois ions produits de chaque peptide est optimisée avec LC-MS/MS en mode MRM.
Un échantillon biologique est digéré avec de la trypsine dans des conditions de dénaturation. Le
produit de digestion est mélangé avec une quantité fixe de peptides marqués par des isotopes
stables comme étalons internes et analysés par LC-MS/ MS en mode MRM. Les pics de signaux
spécifiques sont identifiés par 'accord du temps de rétention entre les canaux. La quantité de
protéines cibles est calculée (peptide endogéne/peptide marqué isotopique stable) (254). Uchida et
al en 2013, ont décrit un protocole QTAP (Quantitative Targeted Absolute Proteomics) qui permet

la quantification absolue de protéines de faible abondance, applicable a I'étude de la BHE (255,256).

En 2011, Ito et al ont fait une étude du niveau d’expression des protéines membranaires
(transporteurs, récepteurs et jonctions serrées) sur des microvaisseaux cérébraux de singes
cynomolgus en utilisant la spectrométrie de masse associée a la chromatographie liquide. Les 51
protéines étudiées ont été sélectionnées in silico. lls ont comparé ces résultats a ceux obtenus chez
la souris. lls ont réalisé cette analyse sur des individus a différents stades de développement. Par
exemple, pour la P-gp qui est beaucoup moins exprimée chez le jeune rongeur que chez le singe
adulte, le jeune rongeur serait un mauvais modeéle d’étude (257). Uchida en 2011 fait une étude
protéomique de microvaisseaux cérébraux humains et souris, isolés a partir de cortex congelés de
sept patients décédés et de cerveaux de souris. lls quantifient le niveau de protéines dans ces
tissus. La quantité de protéines BCRP est retrouvée 1,85 fois plus élevée chez 'homme que chez
la souris. Le niveau d’expression de la P-glycoprotéine chez 'homme (protéine 6,06 fmol/ug) est
2,33 fois plus faible que celui de MDR1 chez la souris. Les Multidrug resistance-associated protein
(MRP), les transporteurs d’anions organiques et les membres de la famille des polypeptides
transportant des anions organiques, n’ont pas été détectés chez 'homme, a I'exception de MRP4
(protéine 0,195 fmol / pg). GLUT 1 est similaire chez I'hnomme et la souris, tandis que la protéine
LAT1 est cinq fois plus faible chez la souris (248). En 2013, Hoshi et al ont présenté les résultats
d’'une quantification absolue de protéines connues exprimées sur la BHE. lls ont comparé la quantité
de protéines entre différentes souches de rats et entre les humains et les rongeurs ou entre les
humains et les singes. lls ont trouvé des similitudes et également des différences comme celle
notable de la P-gp qui est quatre fois plus exprimée chez le rat que chez ’'homme. lls concluent que
le ouistiti est un modéle meilleur que le rat pour la prédictivité de la BHE humaine (258). En 2019,
Gomez-Zepeda et al publient une méthode de quantification absolue par LC-MS/MS de
transporteurs sur des vaisseaux corticaux de souris et de rats. lls mettent en évidence I'importance
des choix des peptides ainsi que la différence inter-espéce concernant les transporteurs P-gp, Bcrp

et Atp 1, 2 et 3 présents sur la BHE (259). |l ressort des quatre études précédentes que la prise en
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compte de I'espéce étudiée est capitale. Les variations d’expression protéique laissent présager
des problémes de transposition de résultats d’'un modéle a un autre.

En 2012, Agarwal et al ont fait une quantification absolue de 29 protéines membranaires
(transporteurs ABC et SLC, récepteurs) sur des microcapillaires cérébraux isolés de souris
sauvages ou KO pour la P-gp, BCRP ou double KO P-gp et BCRP. lls ont mis en évidence que le
KO n’affectait que la quantité de protéines concernées par le KO et non les autres transporteurs
dans différentes souches de souris. Il n’y a pas de phénoméne de compensation des autres
transporteurs (260), contrairement aux souris KO pour Mdr1a pour lesquelles la quantité d’ARNm
de BCRP avait été multipliée par trois (261). En 2018, Al Feteisi (262) propose une standardisation
d’un protocole d’isolement des microcapillaires cérébraux de rats. lls font une analyse protéomique
quantitative de ces cellules. lls identifient de nombreux transporteurs et corrélent leurs résultats a
ceux publiés préecédemment par Uchida (248) et Hoshi (258). Cette étude peut servir de base
d’identification de protéines contre lesquelles il faudrait générer des anticorps. Dans un second
temps, il faudrait vérifier leur capacité a faire de la transcytose. En 2019, Al-Majdoub et al publient
une étude sur 22 cerveaux de patients décédés sains, d’Alzheimer ou d’'une démence a corps de
Levy. lls ont extrait les microvaisseaux cérébraux et ont analysé par trois techniques de
spectrométrie de masse différentes, les protéines exprimées en conditions physiologiques ou
pathologiques. lls soulignent les différences de quantité de transporteurs a prendre en compte pour
adapter les traitements des patients (263). Shawahna et al en 2011 ont fait une étude LC-MS a
partir de douze échantillons de cerveaux humains de patients atteints d’épilepsie ou de gliome. lIs
ont mis en évidence une surexpression de certaines protéines SLC : Glut1, EAAT1, EAAT2 et de
transporteurs ABC : BCRP, MDR1, ABCA2, ABCAS8. Dans les Cytochrome P (CYP), seuls CYP1B1
et CYP2U1 sont quantifiables. lls ont également mis en évidence des enzymes de phase Il : GSTP1,
COMT, GSTM3, GSTO1 et GSTM2 (207). Cette étude est intéressante dans la mesure ou elle est

la seule réalisée a partir de donneurs humains vivants.

Les études de quantifications des protéines sur la BHE font ressortir 'hétérogénéité des résultats
entre espéces, entre individus et évidemment selon le contexte physiologique ou pathologique. On
peut également se poser la question de la robustesse des résultats en fonction des conditions
d’obtention des échantillons. Il faut garder a I'esprit la difficulté d’obtention des échantillons de
cerveau humains. Les délais de prise en charge de I'échantillon jouent probablement un role sur
I'expression protéique mais également leur provenance selon s’ils viennent d’une personne vivante

ou décédée.

Une donnée importante a prendre en compte est la localisation des protéines étudiées dans le

cerveau et notamment au niveau des membranes des cellules qui tapissent les vaisseaux sanguins
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cérébraux. Pour trouver de nouveaux RMT, ils doivent étre majoritairement présents sur la

membrane luminale des cellules endothéliales formant les microcapillaires cérébraux.

Une étude reporte une différence d’expression protéique dans les cellules endothéliales selon la
taille des vaisseaux analysés. Dans une étude protéomique des cellules endothéliales du cercle de
Willis chez la souris en 2014, Badhwar et al utilisent deux approches : une sans gel nanoLC-mass
spectrometry (MS)/MS et l'autre basée sur gel GelLC-MS/MS, utilisant nanoAcquity UPLC couplé
avec ESI-LTQ Orbitrap XL. lls comparent le protéome des artéres du cercle de Willis aux résultats
obtenus par Chun et al sur les microcapillaires de souris (249). lls confirment que I'expression
protéique est différente entre des cellules endothéliales issues d’artéres ou de microcapillaires (264)
(265). Une étude rapporte des informations sur les protéines membranaires des cellules
endothéliales. En 2010, Pottiez et al publient une étude protéomique sur des cellules primaires
issues de microvaisseaux de cerveaux de bovins en co-culture ou non avec des astrocytes de rats.
lIs utilisent I'électrophorése 2D ou électrophorése 1D couplée a LC-MS. lIs identifient les protéines
solubles au Triton X100 avec le processus 1D LC-MS pour pallier le probléme de séparation des
trés petites et trés grosses protéines avec I'électrophorése 2D. Cela créé un biais et seulement 5%
des protéines identifiées sont membranaires. 293 des protéines identifiées sont phosphorylées.
Cette technique peut étre utilisée pour étudier le phospho-protéome (266). En 2013, Haqggani et al
publient les résultats de I'analyse protéomique d’exosomes issus de hCMEC/D3 avec l'idée sous-
jacente que les protéines présentes dans les exosomes sont associées a des mécanismes
d’exocytose et par extension d’endocytose et de transcytose. Par spectrométrie de masse, ils ont
identifié 524 protéines dont des RMT connus tels que TFRC, INSR, LDLR et LRP1 (267). Une autre
technique peut étre utilisée pour visualiser la localisation de protéines d’intérét : la microscopie
électronique. Les premiers résultats concernant I'identification de protéines spécifiques de la BHE
comme Podocalyxin Like (PODXL) et 'anhydrase carbonique IV ont été obtenus par cette technique
utilisée récemment (268,269). En 2005, Cornford et Hyman, publient une revue sur 'étude du
transporteur Glut1 par microscopie électronique immunogold. lls mettent en évidence une répartition
différente du transporteur entre les membranes luminales et abluminales des cellules endothéliales
en fonction du besoin en transport de glucose. lls pointent I'importance de vérifier la localisation
exacte des protéines a cibler pour adresser des biothérapeutiques au cerveau. Le but de leur étude
est de choisir un promoteur approprié pour une expression de la protéine cible au bon endroit. Par
exemple, le promoteur de Glut1 peut étre envisagé pour un adressage dans les cellules
endothéliales ou le promoteur de Gfap pour un adressage dans les astrocytes. lls ont pour
perspective d’utiliser la microscopie électronique Immunogold pour identifier de nouvelles cibles, en
particulier celles pour participer a la transcytose médiée par les récepteurs et a 'administration

d’agents biothérapeutiques dans le cerveau (270). Finalement, ces auteurs ont orienté leurs
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recherches vers l'utilisation de nanoparticules, d'immunoliposomes ou de virus AAV pour franchir la
BHE. Kubo et al en 2015 ont évalué la quantité de certaines protéines sur les membranes luminales
et abluminales de cellules de microvaisseaux de porcs. lls séparent les fractions membranaires sur
gradient de Ficoll et récupérent deux fractions distinctes pour les membranes luminales et
abluminales. Du c6té luminal, ils ont trouvé BCRP, GLUT1 (comme chez I'homme mais pas chez le
rat) et OATP3A1. Du cbté abluminal, ils ont trouvé: ABCA1, FATP1 (271).

La seule entreprise compléte qui combine une étude transcriptomique et protéomique est celle
décrite par Zuchero (163). lls ont commencé par une analyse transcriptomique du génome de
souris. lls ont cherché des candidats RMT spécifiquement exprimés par les cellules endothéliales
de la BHE. L’analyse transcriptomique a donné cinq cibles potentielles : Idlrad3, cd320, basigin
(bsg), glut1 (transporteur du glucose) et cd98 (transporteur d’acides aminés). Afin de sélectionner
les cibles les plus fortement exprimées, ils ont élaboré une approche protéomique pour identifier les
protéines transmembranaires qui sont fortement exprimées dans les cellules endothéliales
cérébrales par spectrométrie de masse. Les résultats ont montré que, malgré une quantité de
transcrits enrichis dans le cerveau, les protéines Ldlrad3 et cd320 ne sont pas enrichies dans le
cerveau de souris. Des anticorps contre ces cibles ont ensuite été générés soit a partir d’'une banque
de phages, soit par immunisation de souris, de rats ou de hamsters avec le domaine extracellulaire
murin des protéines ou 'ADN codant pour la protéine. lls ont estimé que le niveau absolu de
protéines au niveau de la BHE peut étre un facteur limitant pour transporter suffisamment
d'anticorps a travers la BHE. lls ont continué a explorer la capacité des anticorps anti-Bsg, anti-
CD98hc et anti-Glut1 a atteindre le cerveau de souris injectées en intra-veineux. Ce sont les
anticorps anti-CD98 qui ont montré la meilleure exposition cérébrale avec une augmentation de 5
fois par rapport au récepteur a la transferrine et de 90 fois comparé a un anticorps contréle. lls ont
ensuite évalué la capacité de ces anticorps a atteindre une cible thérapeutique dans le cerveau en
générant des anticorps bispécifiques CD98/ BACE1 par phage display. lls ont obtenu deux anticorps
avec des affinités diminuées par rapport au monospécifique, le A de 2 fois et le B de 100 fois. Lors
de l'injection de ces anticorps a des souris sauvages, I'anticorps B avec le moins d’affinité a été
retrouvé le plus exposé en périphérie et dans le cerveau. L'exposition cérébrale est inversement
corrélée a l'affinité de I'anticorps pour sa cible. lls ont montré cependant que les deux anticorps
réduisaient la quantité cérébrale de protéines ABx-40 de 30 a 45% sans modifier la fonction
physiologique de CD98 qui est un transporteur d’acides aminés SIc3A2 (163). L’avenir dira si ce
transporteur démontrera comme le TFRC ou quelques autres une utilité dans I'adressage des
biothérapeutiques au cerveau.
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Théme Auteurs Année Technique Espéce Matériel Protéines identifiees / Résultats
Wang(246) 2019 LC-MS/MS Humain Projet HPA différents tissus « The Brain Atlas »
Lu(247) 2008 Microdissection par Souris Microdissection laser digérée a la Abc1, Mrp1, Asct1, Sic25a3, Tat1, des protéines de jonctions, des enzymes
capture laser LTQ-FT trypsine métaboliques
MS
Uchida(248) 2011 MRM HPLC-MS/MS Humain Microvaisseaux cérébraux isolés a partir | BCRP P-gp MDRa MRP4 Glut 1 Lat1
souris de cortex congelés de 7 patients
décédés
Chun(249) 2011 MudPIT Souris Membrane de cerveaux https://research.stowers.org/proteomics/mudpit.html
Protéines Pottiez(250) 2011 Electrophorése 2D Bovin Microvaisseaux cérébraux Protéines impliquées dans la structure et I'organisation cellulaire, la signalisation et
enrichies dans spectrométrie de masse l'interaction de cellule a cellule ou le métabolisme et les processus de modification
le tissu MALDI/TOF des protéines
cérébral Geier(209) 2013 RT-PCR OpenArray Humain Microvaisseaux capillaires de cerveaux LAT1, OCT3 (SLC22A3), transporteur de folate réduit RFC (SLC19A17) dans les
WB humains issus 4 patients décédés vaisseaux de diameétre <10uM,
IHC Détection de MATE1 (SLC47A1) dans les vaisseaux de diamétre >10uM
Ohtsuki(251) 2013 LC-MS/MS- Humain hCMEC/D3 et anciens résultats de hCMEC/D3 et les microvaisseaux : ABCA2, MDR1, MRP4, BCRP, GLUT1, 4F2hc,
MRM/SRM microvaisseaux cérébral humain MCT1, ENT1, TFRC InsR et CLDN5
Microvaisseaux : ABCAS8, LAT1, LRP1 et y-GTP
hCMEC/D3 : ABCA3, ABCA6, MRP1 et ATA1
Sato (252) 2019 Biotynilation LC/MS Souris Souris in vivo puis test de la créatine P05201, Q04447, P16125, P52480-2, Q99KIO0, P06745, P15105, P10649,
kinase en Transwell hCMEC/D3 Q9Qzz4
Kamiie(254) 2008 MRM HPLC-MS/MS Souris Microvaisseaux cérébraux et tissus Mdr1a, Mrp4, Berp, 4F2hc, Asct2, Glut1, Mct1, Lat1, Oat3, Oatp2, Oatpf, Taut
cerveau rein et foie
1to(257) 2011 MRM LC-MS/MS Singe Microvaisseaux cérébraux 51 protéines (MDR1)
Hoshi(258) 2013 SRM/MRM LC-MS/MS Rat Microvaisseaux cérébraux Transporteurs, récepteurs et des protéines de jonctions serrées sur la BHE.
QTAP Marmouset Différence de protéome inter espéce.
Agarwal(260) 2012 MRM LC-MS/MS Souris Microvaisseaux cérébraux souris Pas de compensation des autres transporteurs entre les souris sauvages et le KO
Quantification sauvage, KO (P-gp, BCRP, BCRP et P-
gap)
Al Feteisi(262) | 2018 LC-MS/MS Rat Microvaisseaux cérébraux Transporteurs
Al- 2019 Spectrométrie de masse | Humain Microvaisseaux cérébraux issus de 22 Transporteurs SLC et ABC en conditions physiologique et pathologique
Majdoub(263) AMRT, label free, MRM donneurs décédés sains, Alzheimer ou
démence de Lévy
Gomez- 2019 LC-MS/MS Rat Microvaisseaux cérébraux Transporteurs P-gp, Berp, Atp 1, 2 et 3
Zepeda (259) Souris
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Théme Auteurs Année Technique Espéce Matériel Protéines identifiées / Résultats
Badhwar(265) | 2014 nanoLC-MS/MS Souris Cellules endothéliales des arteres du cercle de | Expression protéique différente entre des cellules endothéliales issues
LC-MS/MS, nanoAcquity UPLC Willis d’artéres vs microcapillaires
couplé avec ESI-LTQ Orbitrap XL
Testa(272) 2009 Gel 1D LC-MS/MS Rat Homogénat de tissus PODXL, mAb G278
immunomarquage
Haqgani(267) 2013 Spectrométrie de masse Humain Exosomes des hCMEC/D3 TFRC, INSR, LDLR, LRP1, LRP1B, LRP2, TMEM30A, CDC50A et FcyBP
Localisation des Pottiez(266) 2010 Electrophorése 2D ou Bovin Cellules primaire issues de microvaisseaux de | Protéines solubles
protéines électrophorése 1D couplé a LC-MS cerveaux de bovins en co-culture ou non avec
des astrocytes de rats
Horvat(268) 1986 Microscopie électronique Rat Coupe de cerveaux PODXL
Ghandour(269 | 1992 Microscopie électronique Rat souris Coupe de cerveaux Anhydrase carbonique IV
)
Kubo(271) 2015 LC-MS/MS QTAP (quantitative Porcin Microvaisseaux cérébraux Luminale : BCRP, GLUT1 et OATP3A1.
target absolute proteomique) Abluminale : ABCA1, FATP1
Ben-Zvi(12) 2014 Puce Affymetrix et IHC Souris Cellules endothéliales du cerveau ou des MFSD2A
poumons au moment de l'acquisition de
Etudes I'intégrité de la BHE
transcriptomiques | Jiang(242) 2020 Nano 2D LC puis MS Humain 201 échantillons dont des cerveaux humains Corrélation transcrit/protéine non systématique
et protéomiques provenant de 948 donneurs post-mortem issus
couplées de Gtex
Zuchero(163) 2016 LC-MS/MS WB IHC Souris Cellules primaires endothéliales CD31+/CD45- | CD98
Anticorps bispécifique CD98/BACE1
Tableau 2: Etudes protéomiques publiées sur les cellules endothéliales
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Le tableau 2 présente la compilation de toutes les études de protéomique de la BHE citées plus
haut. On voit que méme si une abondance d’articles décrit des approches protéomiques
caractérisant la BHE, seul le travail de Zuchero (163) a permis l'identification d’'un mécanisme
permettant de faire traverser la BHE a des biothérapeutiques. A travers toutes ces expériences de
protéomique, on peut aussi noter la grande difficulté a trouver des échantillons de cerveaux
humains, I'hétérogénéité du matériel de départ et la disparité des méthodes d’analyses. On voit que
de plus en plus de projets communs se mettent en place pour avoir accés a plus de matériel par
exemple avec les projets HPA ou GTex. Il y a également un effort dans le sens de la standardisation
des analyses, la mutualisation des données. Il faut maintenant I‘aide de la bio-informatique pour
interpréter toutes les données générées. Une fois les protéines identifiées, il faut pouvoir tester leur
fonctionnalité. Un exemple d’IMI Tlillustre parfaitement. Dans I'lMI COMPACT, des analyses
transcriptomiques ont permis d’identifier de potentiels nouveaux récepteurs médiant la transcytose
a travers la BHE. Le nouvel IMI qui fait suite : 'IM2PACT, va permettre une harmonisation des
modéles in vitro de BHE pour pouvoir tester ces protéines pour leur capacité a faire passer des
anticorps a travers la BHE. Ainsi nous pourrons obtenir des résultats robustes. La capacité a
identifier et a quantifier l'internalisation des récepteurs de la surface cellulaire a partir de la surface
du vaisseau in vivo serait particulierement intéressante pour le domaine du transport de la BHE,
grace a l'adaptation des méthodes protéomiques d'internalisation qui ont été appliquées aux cellules
in vitro. A mesure que les méthodes et les technologies s'améliorent, la quantification des niveaux
d'expression luminale des protéines au niveau de la BHE permettra une meilleure compréhension
des caractéristiques du transport de la BHE médié par les RMT, ce qui ouvrira de nombreuses
nouvelles opportunités pour traiter et guérir efficacement les maladies du SNC (28).

La protéomique est un outil qui permet de générer des données en quantité importante. Il faut donc
établir une stratégie en amont pour pouvoir analyser des données pertinentes. Une stratégie mise
en ceuvre depuis plus de 20 ans est le display.

1.3.2 Phage display
Le plus souvent, le display est utilisé pour trouver des anticorps dirigés contre une cible identifiée.
Cependant, le criblage phénotypique de bibliothéques d'anticorps ou de peptides, affichées dans
divers formats, y compris les phages et les levures, permet de trier un grand nombre d’anticorps ou
de peptides in vitro ou in vivo sur une propriété particuliere. La caractéristique fonctionnelle peut
étre la pénétration cérébrale ou I'affinité pour la BHE. De ce fait, les protéines obtenues ont déja les
propriétés désirées. Leurs cibles, les récepteurs, sont alors identifiées par diverses approches
biochimiques, comme l'immunoprécipitation ou un séquengage basé sur la spectrométrie de masse
et enfin, validées comme RMT (273). Pour ce faire, il faut générer des outils comme des anticorps,

des peptides, des nanoparticules, des cellules et valider la transcytose in vitro et in vivo. C'est un
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trés gros travail que nous illustrerons plus tard avec notre recherche. Ces criblages sont parfois
sous-tendus par des rationnels spécifiques comme la compréhension des mécanismes impliqués
dans la formation d’'une BHE imperméable au cours du développement ou la recherche des

mécanismes impliqués dans le passage dans le cerveau de certains virus ou pathogénes.

Le protocole le plus courant d’affichage par des phages peut étre résumé en 8 étapes Figure 33:
(1) Préparation d’une librairie de phages 2) Exposition de la librairie sur la cible; (3) Incubation de
la librairie de phages avec la cible ; 4) Elimination des phages non liés avec un tampon; 5) Elution
des phages liés; 6) Amplification des phages élués par infection de bactéries; (7) Répétition des
étapes (3)-(6) pour augmenter le nombre de phages se liant a la cible; (8) Amplification des phages

élués et sélection de certains clones pour le test de spécificité et le séquencage de 'ADN (274).
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Figure 33: Présentation schématique du biopanning.

La librairie de phages est incubée avec la molécule cible immobilisée. Les phages spécifiques sont
liés a la molécule et les phages non liés sont lavés. Les phages spécifiques sont élués et amplifies
dans les bactéries. Aprés plusieurs tours, les phages amplifiés sont analysés (275).

Certaines études de phages display affichent des librairies naives de peptides. En 1996
Pasqualini et al ont injecté in vivo chez la souris, deux librairies de phages affichant des peptides.

lls ont enrichi les librairies avec les phages retrouvés dans le cerveau et en paralléle dans les reins.
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lls ont identifié une séquence peptidique, SRL, qui semble liée a 'adressage au cerveau. lls ont
sélectionné la séquence CLSSRLDAC (avec le meilleur ratio cerveau/rein) et I'ont greffée sur des
globules rouges. Aprés injection dans la veine de la queue des souris, ils ont pu montrer une
accumulation des globules rouges dans le cerveau. Malheureusement, ils n’ont pas pu identifier la
cible du peptide sur les cellules probablement en raison de sa faible abondance (276). Plusieurs
études ont ensuite déterminé d’autres séquences peptidiques d’adressage au cerveau sans
chercher a identifier quelle était la cible du peptide permettant ce passage. En 2010, Van Rooy et
al ont utilisé une librairie de phages peptidiques et ils 'ont administrée par perfusion intracardiaque
a des souris. A chaque tour ont été sélectionnés les phages présents dans le cerveau des souris.
Parmi ceux qui se lient le plus fortement, les séquences GLAHSFSDFARDFVA et
GYRPVHNIRGHWAPG ont été testées sur des cellules hCMEC/D3 en comparaison avec des
HUVEC. Les phages sélectionnés sont spécifiques des cellules endothéliales de la BHE (277). Ces
deux peptides sont potentiellement des cibles intéressantes pour franchir la BHE. En 2011, Li et al
ont identifié une séquence peptidique TGNYKALHPHNG d’adressage au cerveau par criblage d’'une
librairie de phages 12 mers injectée a des souris par iv caudale. Aprés perfusion ils ont sélectionné
les phages présents dans le cerveau des souris et aprés 5 tours de sélection ils ont étudié les
phages obtenus. lls ont décoré des nanoparticules avec la séquence peptidique TGNYKALHPHNG.
lls ont testé la capacité des nanoparticules a s’internaliser dans des bend3. lls ont enfin confirmé in
vivo que la séquence TGNYKALHPHNG améliorait I'exposition cérébrale des nanoparticules
injectées a des souris par iv caudale en comparaison a des nanoparticules nues (278). En 2012,
Smith et al ont utilisé une librairie de phages affichant des peptides cycliques de 7 mers. lls ont
injecté la librairie de phages a des rats. Aprés perfusion, le cerveau et d'autres organes sont
prélevés et aprés 5 tours de sélection ce sont les microcapillaires cérébraux qui sont prélevés. Les
500 phages présents sont étudiés. lls ont identifi€ une séquence peptidique qui permet un
adressage au cerveau. L’accumulation cérébrale du phage AC-SYTSSTM-CGGGS s’est avérée 4
a 5 fois supérieure a celle du phage témoin (279). En 2020, Majerova et al publient une autre étude
qui aboutit a la sélection d’'un séquence peptidique permettant un adressage cérébral (280).
Yamaguchi et al identifient un heptapeptide SLS cyclique par criblage d’une librairie peptidique de
phage M13 a travers des cellules hCMEC/D3. La capacité de transcytose du peptide identifié est
vérifié dans des modéles BHE de cellules endothéliales microvasculaires cérébrales de rats et de
singes. Une incubation avec le peptide RGD a amélioré de 7 fois la perméabilité du phage avec le
peptide SLS a travers les hCMEC/D3. lls ont confirmé I'exposition cérébrale du phage avec le
peptide SLS in vivo chez la souris aprés une injection systémique (281). En 2022, Zhang et al
criblent une librairie peptidique de phages pour leur capacité a atteindre le cerveau in vivo chez la
souris (5 tours de sélection) puis sur leur capacité a se lier au virus AAV9 (4 tours de sélection). lIs

ont identifié le peptide PB5-3. lls ont pré-incubé les virions AAV9 avec le peptide PB5-3 et aprés
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injection intraveineuse a des souris, ils ont mis en évidence une meilleure exposition cérébrale du
virus. lls ont montré dans un modéle souris in vivo de mucopolysaccharidose type 1 une activité
IDUA 2 fois plus élevée chez les souris qui ont recu AAV9 PB5-3 comparé a AAV9 seul avec un
taux de GAG (glyco-amino glycans) deux fois plus faible (282). Pour trouver de nouveaux RMT, il

serait intéressant d’identifier le mécanisme d’adressage des peptides qui ciblent le cerveau.

En 2002 Muruganandam et al ont criblé une librairie de phages enrichie en single domain antibody
(sdAb) cérébraux par soustraction d’'une librairie de sdAb de poumons dans le but de trouver de
nouveaux récepteurs capables de franchir la BHE Figure 34. Aprés 4 tours d’affichage soustractif,
et un passage dans un modéle de BHE vitro de Transwell® ensemencé avec des cellules
endothéliales humaines (issues de résections de patients épileptiques), ils ont identifié 56 phages

dont 16 avait une séquence VH entiére.
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Figure 34: Protocole d’enrichissement d’une librairie de phages de sdAb de llama en anticorps
sélectifs des cellules endothéliales cérébromicrovasculaires humaines (HCEC) (283).

La librairie (10'2 PFU plaque forming units) a d’abord été appliquée aux cellules endothéliales
microvasculaires pulmonaires humaines pour soustraire les liants endothéliaux non spécifiques ;

les phages non liés ont ensuite été appliqués aux cellules endothéliales microvasculaires
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cérebrales. Les phages liés aux cellules endothéliales microvasculaires cérébrales ont été éliminés
par trois lavages, et les phages internalisés ont été récupérés par lyse cellulaire. Chaque fraction
internalisée a été analysée par PCR ; la fraction contenant le pourcentage le plus élevé de clones
avec une séquence VH entiere a été amplifiée. L’enrichissement s’est fait en quatre tours de
sélection (283). Ces 16 phages correspondaient a deux séquences différentes nommées FC5 et
FC44. lls ont ensuite vérifié la capacité de FC5 et FC44 a atteindre le cerveau in vivo dans des
souris injectées par iv caudale. L’exposition cérébrale des phages FC44 et FC5 était de 4,5 £ 2,7
% et2,9 +1,7 % de la dose injectée/gramme de tissu, respectivement, contrairement a I'absorption
cérebrale des phages de type sauvage (<0,1 %). De plus, I'absorption de FC5 et de FC44 par le
tissu pulmonaire était significativement inférieure a celle des phages de type sauvage. Les reins et
le foie, qui sont les voies d’élimination probables, contenaient des titres de phages élevés de FC44,
FC5, et de type sauvage. L’identification de I'antigeéne reconnu par FC5 et FC44 est préliminaire a
ce moment et aboutit a une protéine de 36 kDa reconnue par le FC44 (284) (283). En 2005, Abulrob
et al. ont continué les efforts reportés par Muruganandam. lls ont montré un transport polarisé apical
vers basolatéral du FC5. lls ont mis en évidence que le transport n’était pas impacté par des
inhibiteurs de cavéoles et ils ont montré une colocalisation de FC5 avec les clathrines. lls ont
démontré que FC5 reconnait la a(2,3)-sialoglycoprotéine et ne reconnait pas le TFRC (285). Ces
mémes auteurs ont ensuite démontré que FC5 était capable de transporter de grosses molécules
a travers la BHE. lIs ont ainsi validé le transport de HRP-IgG-cysF5 dans un modéle BHE in vitro de
Transwell® ensemenceé avec des cellules endothéliales microcapillaires cérébrales humaines. Dans
cet article ils ont également amélioré I'efficacité de transport a travers la BHE en pentamérisant FC5
(286). Haggani en 2013 écrit que le VHH FCS5 reconnait la protéine CDCS50A (cell cycle control 50A)
codée par le géne TMEM30A (267). Goulatis confirme que CDC50A est une a(2,3)-
sialoglycoprotéine (36). Dans une étude publiée en 2016, Webster démontre une exposition
cérebrale augmentée d’'un anticorps bispécifique FC5/mGIuR1 (287). Bien que cet anticorps ait les
propriétés souhaitées pour le transport de la BHE, il s’est avéré sensible a la dégradation
protéolytique, limitant ainsi son développement pour une utilisation clinique (288). Pour poursuivre
ces travaux, Thom et al de Medimmune ont criblé trois librairies de phages exprimant des Single-
Chain Variable Fragment (scFv) humains. Le premier tour d’enrichissement a été réalisé sur des
cellules de souris bend3 puis les deux tours suivants ont été réalisés pour sélectionner des phages
scFv qui se lient aux bend3 en compétition avec I'anticorps FC5. lIs ont vérifié I'exposition cérébrale
d’'un de ces VHH dans un modéle murin de douleurs neuropathiques. Cela leur a permis d’identifier
plusieurs nouveaux scFv fusionnés a des fragments Fc qui augmentent I'exposition cérébrale : les
BBBt (288).
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Récemment, Georgieva et al ont publié leurs résultats sur un criblage d’une librairie de phages scFv
humains. lls ont fait un enrichissement des cellules endothéliales de cerveau par rapport a celles
de poumons et de cceur. lls ont ensuite fait trois tours d’enrichissement sur un test d’internalisation
dans des cellules endothéliales dérivées d’'iPSC. Le dernier tour a été fait sur un modéle de
transcytose de BHE in vitro avec ces mémes cellules. lIs ont identifié des scFv qu’ils ont fusionnés
avec un fragment Fc. lls ont montré que ces anticorps sont cross réactifs humains / souris. Une
heure aprés administration intraveineuse chez la souris a 20 mg/kg, la concentration cérébrale du
clone 46,1 (8,1 nM, 0,72 % cerveau/plasma) était 26 fois plus élevée que le contrble, et 9 fois plus
élevée pour le clone 17 (2,8 nM, 0,28 % cerveau/plasma), respectivement. Ces niveaux d’absorption
cérebrale sont comparables aux concentrations cérébrales précédemment rapportées pour les
anticorps anti-transferrine modifiés (289). Ces résultats trés encourageants suggérent un possible
mécanisme d’intérét pour vectoriser des anticorps dans le cerveau. L’identification de la cible reste

a réaliser pour pouvoir ensuite optimiser ce transport.
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Théme Auteurs Année Technique Affichage Espéce Librairie Matériel Résultats

Pasqualini(276) 1996 Injection de 2 librairies de phages et Phage Souris Peptides In vivo Séquences peptidiques d'adressage au
enrichissement dans le cerveau et le 10™ CX57C/CXg (pool 1) cerveau CLSSRLDAC et SRL.
rein 108 X,CX14CXa, XoCX1g

(pool 11)

Van Rooy(277) 2010 Enrichissement de la librairie par Phage Souris Peptides Cerveaux de souris puis 2 peptides binder dans les cerveaux perfusés
perfusion intracardiaque de souris. Humain 8,9 x 10" bibliothéque binding sur hCMEC/D3 vs : GLAHSFSDFARDFVA et
Analyse du cerveau pour identifier les aléatoire de peptides de 3 a HUVEC GYRPVHNIRGHWAPG
phages qui ont traversé la BHE. Les 15 acides aminés
phages sont ensuite mis en contact
avec des hCMEC/D3 ou des HUVEC

Cho (290) 2010 Exposition d'une librairie de levures Levure Humain Peptides Immunoprécipitation des Vérification de la détection de TFRC,
scFv humain avec un lysat de cellules 5 x 107 clones d'une levures pour identifier les identification de TFRC et 3t0O4
RBE4 de rats dans différents librairie scFv naive humaine | protéines cibles des scFv
détergents

Li (278) 2011 Injection par iv caudale a une souris Phage Souris Peptides Test sur bend3 et in vivo Séquence peptidique d’adressage au cerveau

Librairies d'une librairie de phages 12 mers. 10" librairie de peptides 12 chez la souris TGNYKALHPHNG
Prélevement des cerveaux. mers : Ph.D.-12™ phage
peptidique
display library
® Smith(279) 2012 Injection d'une librairie de phages a Phage Rat Peptides Cerveaux de rats Séquence peptidique d’adressage au cerveau

des rats. Aprés perfusion, le cerveau 1.2 x 10° The Ph.D.-C7C™ AC-SYTSSTM-CGGGS
et d'autres organes sont prélevés les cyclized 7-mer disulphide
microcapillaires cérébraux sont constrained peptide-phage
prélevés et les 500 phages présents library
sont étudiés

Majerova (280) 2020 Criblage d’'une librairie peptidique 12 Phage Rat Ph.D.-12TM Phage Display Transcytose dans un 2 peptides qui font de la transcytose :
mers de phages sur des cellules Peptide Library modeéle BHE in vitro avec GLHTSATNLYLH et VAARTGEIYVPW
endothéliales microvasculaires des cellules endothéliales
cérébrales de rats microvasculaires

cérébrales de rats
Yamaguchi 2020 Criblage d’une librairie peptidique Phage Humains Ph.D.™—-C7C Phage Display | Transcytose dans un heptapeptide cyclique SLSHSPQ
(281) cycliques de phages sur la transcytose Peptide Library modéle BHE in vitro avec

a travers les hCMECD/3

des hCMEC/D3 et des
cellules endothéliales

microvasculaires
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cérébrales de rats et de

singes confirmation in vivo

Zhang (282) 2022 Criblage d’une librairie peptidique de Phage Souris 1 x 10" pfu Ph.D.™-12 In vivo Séquence peptidique d’adressage au cerveau
phage in vivo pour I'exposition phage-display peptide library QFAALPVRAHYG-NH2
cérébrale chez la souris puis pour la (E8110S)
liaison avec AAV9
Poul(291) 2000 Exposition de la librairie sur des Phage Humain 10" scFv humains Lignée tumorale du sein 2 scFv qui se lient a ERB2
cellules et récupération des phages a SKBR3 1 scFv qui se lie a TFRC
l'intérieur des cellules
Thom(288) 2018 Criblage de 3 librairies de phages de Phage Souris 3 librairies de scFv humains | Modéele de souris avec BBBt= scFv fusionné a des fragment Fc qui
scFv humain sur des cellules bend3 douleurs neuropathiques augmente l'exposition cérébrale
puis compétition avec I'anticorps FC5
pour trouver de nouveaux scFv
Georgieva(289) 2020 Criblage d'une librairie de phages Phage Humain Librairie scFv humains Modéle humain iPSC 3 Ac cross réactif humain souris, qui
scFv humains sur cellules colocalisent avec le collagene 1V spécifique de
Librairies endothéliales de cceur et de poumon la membrane basale des cellules endothéliales
de humains, puis sur BMEC dérivés mais leur cible est inconnue
fragments d'iPSC dans un modéle de Transwell®
d’anticorps | Muruganandam( | 2001 Hybridation de (sdAb) cérébraux par Phage Humain 10" single domain antibody Cellules endothéliales Ac FC5 qui reconnait a(2,3)-sialoglycoprotéine
284) soustraction d’une librairie de sdAb de de lama cérébrales humaines et FC44 qui reconnait une protéine de 36kDa
poumons puis test pour les capacités issues de résection de
de transcytose dans un modéle de chirurgie
BHE vitro
Wang(273) 2007 Sélection de scFv qui se lient a la Levure Rat 10° single-chain scFv Rat brain endothelial cells | scFVA internalisé dans les cellules RBE4

membrane plasmique des cellules

endothéliales cérébrales

humain d'anticorps

synthétisée a partir dARNm

de chaine variable
d'anticorps humain

commercial

RBE4

Tableau 3: Etudes d’affichage par des phages ou des levures identifiant des peptides ou des fragments d’anticorps permettant un adressage
cérébral.
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Les techniques de display permettent donc d’identifier des cibles ou des fragments d’anticorps
capables de franchir la BHE. Alors que plusieurs études ont identifié des séquences capables de
pénétrer dans le cerveau, une seule a abouti a la découverte d’'un nouveau mécanisme qui a pu

démontrer son efficacité pour transporter des biothérapeutiques dans le cerveau.

1.3.3 Immunisation
Cette technique de production d’anticorps est appelée aussi technique des hybridomes. Elle est
souvent utilisée lorsque la cible est connue et que I'on souhaite obtenir des anticorps dirigés contre
cette cible. Elle pourrait étre utilisée comme technique combinatoire avec du phage display pour
identifier de nouvelles cibles, et sélectionner des anticorps dirigés contre des cibles inconnues a

déconvoluer.

Pardridge et al en 1986 ont réalisé une expérience d'immunisation pour identifier les protéines
spécifiques du cerveau. lIs ont immunisé un lapin avec des microcapillaires de cerveaux de bovins.
lls ont ensuite adsorbé ce sérum sur des tissus périphériques de foie et de rein pour éliminer les
anticorps non spécifiques du cerveau. L’analyse du sérum restant a d’abord mis en évidence une
protéine de 46kDa (292). Par la suite cette technique a été reprise de nombreuses fois. En 2002,
Shusta décrit une méthode de clonage par expression d’anticorps soustractifs pour analyser
I'expression différentielle de protéines de la microvascularisation cérébrale Figure 35. La 1° étape
est celle de I'obtention d’un sérum polyclonal d’anticorps spécifique d’un tissu décrite par Pardridge.
La seconde étape consiste en I'expression d’une banque d’ADNc spécifique du tissu a analyser (ici
les microcapillaires cérébraux bovins) par des cellules de mammiféres (cells being CV-1 (simian) in
Origin, and carrying the SV40 genetic material : COS). Le sérum enrichi en anticorps spécifiques
d’'un organe est adsorbé sur les cellules exprimant les protéines spécifiques des microcapillaires
bovins. Cette technique permet de mettre en évidence des protéines spécifiques de la

microvascularisation cérébrales et notamment des protéines membranaires.
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Figure 35: Schéma du clonage par expression d’anticorps soustractifs. A : Microvaisseaux
cérébraux bovins isolés. B : Sélection par 3-galactosidase in situ des cellules COS-1 transfectées.
C : Microvaisseaux bovins colorés avec de I'antisérum polyclonal enrichi en protéines endothéliales
bovines. D : Cellules COS-1 positives en immunocytochimie transfectées avec la bibliotheque
d’ADNc BHE bovin et marquées avec un sérum endothélial anti-bovin soustrait. BSP, protéine
specifique capillaire du cerveau (202).

lls ont ainsi pu identifier la glycoprotéine luthérienne comme une protéine spécifique de la BHE en
comparaison au foie ou aux reins dans lesquels elle est absente (293). lls ont ainsi également
identifié sept clones codant tous pour la protéine CD46 fortement exprimée sur la BHE. CD46 est
un régulateur de I'activation du complément et est probablement un récepteur du virus de la
rougeole (240). En 2003 Shusta décrit la découverte de la protéine Rho52 qui a interagi avec des
IgG indépendamment de leur spécificité. Ro52/SS-A est un autoantigéne impliqué dans le syndrome
de Sjogren et le lupus érythémateux disséminé (294). Une revue de Shusta en 2005 récapitule ces

expériences (295).

Agarwal et al en 2010 (296) continuent l'étude protéomique d’expression des protéines
membranaires sur la BHE avec la technique d’enrichissement de Shusta. lls ont amélioré la
sélection par clonage d’expression en multiplex. lls ont fait exprimer une banque d’ADNc enrichie

de genes spécifiques de la BHE par des cellules HEK. lIs ont sélectionné par FACS les cellules qui
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se lient a un sérum polyclonal d’anticorps reconnaissant les protéines membranaires de la BHE.
Aprés 4 tours de sélection, ils ont obtenu une sélection de 30 protéines exprimées de maniere
sélective sur la BHE. Les 30 transcrits ont été analysés sur des échantillons de cerveaux, cceur,
foie poumons et reins de bovins par microdissection laser et 5 protéines se sont avérées spécifiques
de la membrane de la BHE : la glycoprotéine luthérienne, I'anhydrase carbonique IV (CAIV), la
protéine de découplage 2 (UCP2), la podocalyxine et une protéine de la famille des transporteurs
SLC38A5. La glycoprotéine luthérienne est impliquée dans la fixation des cellules endothéliales a
la laminine présente dans la membrane basale (297). Des études antérieures avaient déja confirmé
I'enrichissement de la glycoprotéine luthérienne sur la BHE par rapport aux tissus hépatiques et
rénaux de bovins (293). La séquence nucléotidique de la glycoprotéine luthérienne ayant une
homologie de 79% entre le bovin et 'homme, Boado et al ont montré ensuite qu’elle est régulée a
la hausse dans les vaisseaux tumoraux cérébraux humains (298). De nouvelles protéines sont
identifiées comme 'anhydrase carbonique IV qui est impliquée dans la synthése du LCR. Elle est
décrite dans cette étude comme étant spécifique de la surface luminale des cellules endothéliales
de la BHE dans le cerveau de rats et de souris (269). PODXL a également été trouvée exprimée
dans les cellules endothéliales vasculaires de tous les organes (268). Elle est détectée par
I'anticorps G278 dans le coeur et les poumons (272). Elle provoque une relocalisation des protéines
de jonction serrée , quand elle est surexprimée dans les cellules épithéliales MDCK (299). UCP2
est une protéine de découplage mitochondrial. Les neurones producteurs sont les cibles des
hormones périphériques, comme la leptine et les stéroides gonadiques. Elle permet la production
de chaleur (300) . UCP2 a des propriétés neuroprotectrices aprés une ischémie cérébrale en limitant
'entrée de calcium et 'accumulation de ROS (reactive oxygen species) dans les mitochondries
(301) (302). Ainsi, le clonage de 'UCP2 au niveau de la BHE et sa sélectivité modérée par rapport
aux lits vasculaires périphériques suggérent un réle dans la réponse au stress cérébral mais elle
serait plus spécifigue des neurones et non des cellules endothéliales. Enfin, la protéine
membranaire la plus sélective de la BHE identifiée était le transporteur d’acides aminés (glutamine,
asparagine et histidine) SLC38A5 (SNATS). Un transcrit de 2,2 kb de SLC38A5 est abondant dans
le cerveau et les poumons humains, tandis qu’un transcrit plus grand de 2,6 kb est exprimé dans le
foie et dans les reins. Auparavant, il n'a été décrit que dans le cerveau, SLC38A5 est réparti de
facon hétérogéne selon les régions. Il est plus exprimé dans le néocortex, I'hippocampe ou le
striatum ou est également exprimé Glut1. Au niveau cellulaire SNAT5 est exprimé dans les
astrocytes (303). Tres réecemment, SNCATS5 s’est avéré étre 'une des protéines les plus fortement
exprimée dans les cellules endothéliales du cerveau fraichement isolées et purifiées. Cela en fait
un biomarqueur potentiel de la BHE (225) (296).
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La publication la plus récente utilisant 'immunisation est celle de Lajoie et al (304). lIs ont immunisé
des lamproies avec des membranes plasmiques de cellules endothéliales de souris obtenues par
lyse hypotonique, sonication et centrifugation de microvaisseaux. lls ont récupéré les leucocytes
des plasmas des lamproies immunisées. Avec des primers spécifiques des VLR (variable
lymphocytes récepteurs), ils ont introduit le répertoire des VLR dans des levures pour faire une
banque immune. lIs ont enrichi la banque avec deux tours de liaison sur les membranes plasmique
de microvaisseaux de souris. lIs ont sélectionné les levures qui se lient aux bend3 et ils ont fusionné
les VLR a des fragments Fc d’anticorps. lls ont inclus avant chaque tour une soustraction sur la
matrice extracellulaire de la BBB et ont sélectionné les non-binders. Avec les anticorps sélectionnés,
ils ont fait des marquages sur bend3 et sur des coupes de cerveaux souris et humains. lls ont fait
de linternalisation a 4°C et 37°C dans les bend3. lls ont utilisé des inhibiteurs de la voie des
cavéolines ou des clathrines et montrent que VLR-Fc-11 et VLR-Fc-46 sont internalisés en utilisant
la voie des cavéolines tandis que VLR-Fc-30 est internalisé en utilisant la voie des clathrines. Les
VLR-Fcs ont été évaluées a l'aide du microréseau de glycane du Consortium for Functional
Glycomics (CFG) qui comprend 600 glycanes de mammiféres validés. lIs utilisent une sialidase qui
enléve les résidus terminaux des acides sialiques des glycans et montrent une diminution de la
liaison des VLR-Fc 11 et 46 contrairement a la liaison du VLR-Fc-30 qui est moins diminuée. Cela
suggére que VLR-Fc 11 et 46 reconnaissent des glycans a la surface des cellules. Par un test de
binding compétitif avec TFRC, IR et LDLR, ils montrent que les VLR ne reconnaissent pas ces
récepteurs. lls ont injecté les VLR-Fc 11 30 46 et 192 a des souris a 10mg/kg en intra-veineux et
ont perfusé les souris au PBS aprés une heure. lls montrent une coloration des vaisseaux cérébraux
et aucune coloration des vaisseaux périphériques. lls font de la microscopie électronique avec des
billes immunogold et montrent que la cible des VLR-Fc est du cété luminal des cellules. Pour
prouver que les VLR vont dans le parenchyme et ne restent pas dans les vaisseaux, ils utilisent le
VLR-Fc-30 qui montre un marquage des neurones et ils quantifient le nombre de cellules marquées.
12% des cellules sont marquées avec le VLR-Fc-30 et 2% avec lisotype. L'auteur souligne
l'importance du glycocalix de la BHE car beaucoup de protéines reconnaissent des glycans comme
le FC5. Les glycans sont espéce dépendants, il faut donc anticiper des difficultés de translabilité a

'homme (304). Cette stratégie par immunisation aboutit a des VLR-Fc capables de franchir la BHE.

107



Auteurs Année Technique Espéce Matériel Protéines identifiées / Résultats
Shusta(293) 2002 cDNA de microcapillaires cérébraux bovins Bovin Microvaisseaux cérébraux Glycoprotéine luthérienne
Immunocytochimie
Shusta(240) 2002 cDNA de microcapillaires cérébraux bovins Bovin Microvaisseaux cérébraux CD46
Immunocytochimie
Northern Blot
Shusta(294) 2003 cDNA de microcapillaires cérébraux bovins Bovin Microvaisseaux cérébraux Rho52
Immunocytochimie
Boado(298) 2000 cDNA de microcapillaires cérébraux bovins Humain Microvaisseaux sains et tumoraux d'autopsie de patients | Glycoprotéine luthérienne
Immunocytochimie
Northern Blot
Agarwal(296) 2010 Sélection de protéines par un antisérum d'anticorps Bovin Banque d'ADNCc enrichis sur la BHE exprimé dans HEK Glycoprotéine luthérienne, anhydrase carbonique 1V
polyclonaux BHE membrane protein-specific polyclonal puis microdissection laser de cerveaux, cceur, foie (CAIV), UCP2, PODXL, SLC38A5
antiserum (BMSPA) poumons et reins de bovins
Lajoie (304) 2022 Immunisation de lamproies avec des membranes de Souris Banque immune de VLR (variable lymphocytes 3 VLR-Fc passe la BHE en reconnaissant des

cellules endothéliales cérébrales de souris

récepteur) fusionnée avec un fragment Fc

glycans

Tableau 4 : Etude combinatoire d’immunisation suivie d’une hybridation soustractive. Identifications de protéines enrichies sur la BHE
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Pour conclure sur I'ensemble des études présentées dans ce chapitre, seules deux approches ont
permis l'identification d’'un nouveau mécanisme de transcytose dans le cerveau permettant d’y
entrainer des biothérapeutiques. D’une part, une étude combinatoire transcriptomique et
protéomique, qui a permis d’identifier la protéine CD98 comme cible d’anticorps qui améliorent
I'exposition cérébrale, d’autre part, I'identification de sdAb FC5 (qui reconnait la protéine CDC50A
codée par le géne TMEMB3O0A (36)) par I'exploration d’une librairie naive de phages sdAb sélective
du cerveau par comparaison aux poumons puis triée pour les capacités de transcytose dans un

modeéle de BHE vitro.
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2 Objectif: application de différentes stratégies pour identifier de
nouveaux récepteurs capables de medier la transcytose a travers la
BHE

A travers tous ces efforts décrits dans la littérature nous pouvons déduire qu'il existe toujours un
fort besoin de franchir la BHE avec des biothérapeutiques sans toutefois maitriser de réelles

solutions pour le faire.

Mon travail de doctorat a consisté en la recherche de nouveaux récepteurs capables de faire de la
transcytose. Aprés avoir mis en place des modéles in vitro de BHE pertinents, nous avons convenu
de deux stratégies distinctes pour tenter de trouver des nouveaux RMT. La premiere stratégie
découle de I'étude transcriptomique réalisée dans le cadre du COMPACT (IMI 2012-2017) qui a
abouti a I'étude d’InTegral Membrane protein 2A (ITM2A). La seconde stratégie est 'immunisation

de souris avec des cellules endothéliales de singes et I'étude des anticorps produits.
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3 Travaux expeérimentaux
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3.1 Cellules endothéliales et modéles de BHE in vitro

Pour étudier le passage d’anticorps a travers la BHE, nous avons commencé par mettre en place
des modeéles de BHE in vitro. La premiere étape a été d’isoler et de caractériser des cellules
endothéliales microvasculaires cérébrales. Nous avons isolé des cellules endothéliales
microvasculaires cérébrales humaines et de singes. Les modeles statiques ont ensuite tous été
développés dans des Transwell® (305), tandis qu’'un modéle dynamique : Mimetas, a été évalué
(134).

3.1.1 Introduction
Notre objectif a été double. D’'une part, 'obtention de cellules endothéliales humaines de bonne
qualité, en grand nombre, pour pouvoir réaliser la suite de nos objectifs, comme les expériences
d'immunisation. D’autre part, des modéles de transcytose, idéalement humains pour valider nos
hypothéses de travail. Nous détaillerons dans ce chapitre notre travail d'isolement et de
caractérisation de cellules endothéliales primaires humaines de cerveau, le développement d’un
modele alternatif de transcytose avec des cellules primaires de primate et les modéles que nous
avons montés avec ces cellules ou les lignées disponibles. Nous avons essentiellement travaillé
avec des modeles en Transwell® ou OrganoPlate. Pour le modéle Transwell® nous avons utilisé
plusieurs modes opératoires (direct ou de pulse-chase que nous détaillerons également). L'objectif
de la mise en place de ces modeles de BHE in vitro était aussi d’évaluer la capacité d’anticorps,

géneéreés en interne ou commerciaux, a faire de la transcytose a travers des cellules endothéliales.

3.1.2 Matériels et Méthodes
3.1.2.1 Ethique animale

Les expériences ont été réalisées chez Sanofi dans notre établissement accrédité par I'Association
pour [|'évaluation et I'accréditation des soins aux animaux de laboratoire (AAALAC) en conformité
avec les normes de soins et d'utilisation des animaux de laboratoire, selon la Iégislation de la
Communauté frangaise et européenne (Directive 2010/63/UE). Toutes les procédures ont été
approuvées par le comité local d'éthique animale (Comité d'éthique de I'expérimentation animale
[CEEA] n°24 et n°21), des centres de recherche Sanofi, Vitry-Alfortville et Chilly Mazarin, France,

et le ministere francais de la Recherche.

3.1.2.2 Animaux

Des singes cynomolgus (Macaca fascicularis) males et femelles utilisés pour l'isolement des
microvaisseaux cérébraux étaient a disposition a la suite d'études précliniques. Ce sont des
animaux réformés qui ont été soumis a une période de sevrage d'au moins 1 mois avant l'isolement
des microvaisseaux corticaux cérébraux. Toutefois, il faut noter que les éventuels effets des

traitements administrés a ces animaux sur les cellules endothéliales ne sont pas évalués.
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Les souris males C57BL6/J agées de 6 a 8 semaines ont été achetées aux Laboratoires Charles
River (France). Les souris gestantes C57BL/6JR]j et les rattes Sprague Dawley ont été achetées
chez Janvier Lab (France) entre E10 et E12. Aprés leur arrivée, les rongeurs ont été hébergés
individuellement (pour les animaux gestants) ou regroupés (pour les males, six animaux par cage)
dans un environnement enrichi, dans une installation sans agent pathogéne a une température
constante de 22 + 2°C et une humidité (50 £ 10 %) sur un cycle lumiére/obscurité de 12 h avec

acces ad libitum a la nourriture et a 'eau.

3.1.2.3 Cerveaux humains

Nous avons collaboré avec la Netherland Brain Biobank pour obtenir des cerveaux humains de
patients décédés ayant signé un consentement de dons d’organes de leur vivant. Nous avons établi
une série de critéres d’exclusion en fonction de I'age et des pathologies. Nous avons établi des
critéres d’exclusion sur le postulat d’avoir une BHE saine dans les échantillons. Nous avons donc
exclu les cerveaux avec des propriétés de perméabilité de la BHE affectées par I'age (306,307), la
présence de pathologies telle [Iischémie (191,308,309), [I'épilepsie (35), les maladies
neurodégénératives (Alzheimer, Parkinson, démence vasculaire, la sclérose amyotrophique
latérale) (7,114,197,309,310), la sclérose en plaques (309,311), les infections notamment aux
méningocoques (312-315), les cancers primitifs ou métastatiques (141,230,316-319), les
traumatismes craniens (309), les migraines séveres (320), les diabétes mal contrélés (321),
'hypertension artérielle non contrélée (322), certains désordres psychiatriques majeurs comme la
schizophrénie (323), ou enfin du tissu cicatriciel suite a une précédente opération de neurochirurgie
(309). Le déceés d’un patient déclenchait un processus au cours duquel en fonction de I'heure et de
notre logistique interne un échantillon de cerveau cortical était prélevé et acheminé a Chilly-Mazarin
par un transport ultra rapide. Nous avons ainsi pu obtenir trois prélévements (environ 100g chacun)

de cerveaux humains frais dans des délais post-mortem inférieur a 24h et conformes a nos critéres.

Nous avons également établi un contrat avec Fidelis, une entreprise bulgare qui pouvait accéder a
des cerveaux humains avec des délais post-mortem trés courts et a laquelle nous avons transféré

notre protocole d’isolement et de culture.

Les contrats avec ces deux entreprises sont établis via la plateforme « science exchange » qui
vérifie 'agrémentation a fournir des échantillons humains. Le travail avec du matériel humain est
trés encadré. Pour obtenir ce matériel, nous avons d’abord suivi une formation avec le service

juridique de Sanofi concernant I'obtention et I'utilisation d’échantillons biologiques humains.
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3.1.2.4 Cellules

3.1.2.4.1 Cellules endothéliales microvasculaires cérébrales de singes primaires

Les cerveaux de singes Cynomolgus ou de souris sont collectés peu de temps apres I'euthanasie
de I'animal dans un milieu Hibernate A glacé (ThermoFisher). Pour les cerveaux humains, les délais
post-mortem étaient d’environ 24h. Toutes les étapes suivantes ont été effectuées a 4 °C et sous
une enceinte de sécurité biologique. Notamment en laboratoire L2+ pour les échantillons humains.
Le cortex cérébral est isolé et placé dans des boites de Pétri contenant du Hanks' Balanced Salt
Solution (HBSS) glacé. Les méninges et la substance blanche corticale sont enlevées. Les tissus
collectés sont transférés dans un nouveau tube stérile avec HBSS, finement hachés avec un
scalpel, puis sédimentés par centrifugation (5 min a 600 g, 4°C). Le culot est remis en suspension
dans une solution de collagénase/dispase® (Roche, Collagénase 0,1 U/mL ; Dispase 0,8 U/mL
préparée en Ca2+/Mg2+ free HBSS) contenant de la DNAse de type | a 20 U/mL et Tosyl-L-lysyl-
Chloromethane Hydrochloride (TLCK) a 0,15 pg/mL, et incubé a 37°C pendant 60 min, sous
agitation vigoureuse. Le tissu digéré est homogénéisé et centrifugé pendant 5 min a 600 g, 4°C. Le
culot obtenu est remis en suspension dans du HBSS contenant 20 % de Bovine Serum Albumin
(BSA) et est centrifugé pendant 30 min a 2000 g, 4°C. Les surnageants contenant un anneau de
myéline sont jetés et le culot contenant les microvaisseaux est remis en suspension et réincubé
dans la solution de collagénase/dispase® en présence de DNAse et de TLCK pendant 30 min a
37°C. Apres centrifugation (5 min a 600 g, 4°C), le culot final (appelé fraction PODO) est resuspendu
dans du milieu de cellules endothéliales Endothelial Basal Medium (EBM-2 complété par le Kit EGM-
2 MV SingleQuots, Lonza) contenant 3 ug/mL de puromycine, puis ensemencé dans des flasks de
culture cellulaire pré-coatées (collagene 1V 100 pg/mL, fibronectine 10 ug/mL, Sigma) et incubé a
37°C, 5% CO2 pendant 7 jours. Tous les deux jours, le milieu cellulaire est changé et la
concentration de puromycine diminuée a 2 ug/mL, puis retirée. Aprés 7 jours d'expansion a POD7,
les cellules endothéliales microvasculaires cérébrales sont passées (ou congelées) et recultivées
pendant 7 jours (P1D7).

3.1.2.4.2 Cellules endothéliales commerciales
Trois sources de cellules endothéliales primaires humaines commerciales ont été testées:
ACBRI376V Clinisciences (Cell system), H6023 Clinisciences (cell biologics) et 1000 Sciencell
(Science cell). Elles ont été mises en culture en respectant les conditions expérimentales décrites

par le fournisseur.

La lignée hCMEC/D3 a été achetée chez Cedarlane et est cultivée dans du milieu human endothelial
cell basal medium (cell biologics H1168) supplémenté avec Endothelial Cell Growth Supplement
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(cell biologics 1166) sur des surfaces coatées au collagéne IV 100 pg/mL, et fibronectine 10 ug/mL.

Les cellules sont utilisées jusqu’a 30 passages.

La lignée Huvec a été achetée chez Lonza Lot 0000296747. Elles sont cultivées dans le milieu
EBM2 CC-3156 supplémenté avec les SingleQuotsTM Supplements EGM2 CC-4176.

3.1.2.4.3 Cellules astrocytaires de rats

Les astrocytes sont obtenus a partir d'embryons de rats agés de E16 ou plus. La dissection est
réalisée dans du Phosphate-Buffered Saline (PBS) sans Ca?* ni Mg?* additionnés avec 30% de
glucose (Merck, G8644). Les cerveaux sont prélevés et les méninges sont enlevées. Les deux
hémisphéres sont détachées du tronc cérébral et les striatum et hippocampes sont retirés. Les
hémisphéres sont digérées a la trypsine (2,5 mg/mL, Merck T8003 dans du PBS glucose) 10mn a
37°C. La digestion est stoppée par I'inhibiteur de trypsine (Merck, T6414 a 4 mg/mL) préparé avec
de la DNase (Merck, D5025 a 1 mg/mL). Les tissus sont dissociés a la pipette et lavés deux fois
dans du PBS glucose par centrifugation de 5 mn a 200g. Le culot est resuspendu a 10° cellules/cm?
dans du DMEM / F12 (Thermofisher 11330057) supplémenté en glucose 33 mM et 10% de sérum
foetal bovin. Les cellules sont ensemencées sur des surfaces préalablement coatées a la poly-L-
ornithine (Merck P4957) 1h a 37°C. Une fois a confluence, les cellules sont rincées au PBS,
décollées a la trypsine (Lonza CC-5012) et congelées dans une solution de SVF 10% DMSO
(Merck, D2650) a une densité de 108 cellules/mL.

3.1.2.5 Ensemencement des modeles de BHE in vitro

Pour le modeéle Brainplotting™, tous les échantillons humains ont été fournis par Brainplotting™
(IPEPS, Institut du Cerveau et de la Moelle épiniére, Hbpital Universitaire de la Pitie-Salpétriére,
Paris, France) en partenariat avec I'H6pital Sainte-Anne, Paris (neurochirurgien Dr Johan Pallud) et
récoltés pendant des chirurgies de résection tumorale programmeées avec consentement éclairé
écrit des patients (numéro d'autorisation CODECOH DC-2014-2229). Des microvaisseaux
cérébraux humains ont été obtenus a partir de résections chirurgicales de plusieurs patients
souffrant d'un gliome oligo-astrocytaire diffus. Les microvaisseaux ont été isolés du tissu cérébral
péritumoral ou sain a l'aide d'une procédure enzymatique adaptant les méthodes précédemment
publiées pour les rats (91,324). En bref, les échantillons de tissus ont été soigneusement nettoyés
des méninges et de l'excés de sang ; ensuite, un mélange enzymatique a été utilisé pour dissocier
les tissus et les microvaisseaux ont été isolés par rétention sur une maille de 10 um. Les cellules
ont été cultivées dans du milieu EBM-2 (Lonza) additionné de 20 % de sérum bovin et d’antibiotiques
(penicilline, 100 U/mL; streptomycine, 100 pg/mL). Aprés avoir ensemence les capillaires cérébraux
dans des boites de Pétri coatées avec du collagen type IV (5 pug/cm?), la puromycine est ajoutée

pour deux jours a 3ug/mL puis, sa concentration est diminuée progressivement et remplacée par
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du fibroblast growth factor (2 ng/mL) et de I'hnydrocortisone (500 ng/mL). Les cellules endothéliales
microvasculaires primaires du cerveau ont été rapidement amplifiées et ensemencées (P1) sur
Transwell® (filtres en polycarbonate Corning Transwell® 3401, diamétre des pores 0,4 pm ;

1,12cm?) en monoculture.

Pour le modéle PharmaCo-Cell®, les cellules sont préparées en suivant les instructions fournies
par le fournisseur du kit MBT24h Monkey BBB. En bref, des modéles de tri-culture avec des cellules
endothéliales microvasculaires cérébrales de singes, des péricytes et des astrocytes ont été
décongelés dans des milieux préchauffés fournis dans le kit. Apreés 1h puis 24h le milieu est changé.
Le TEER est mesuré quatre jours apres décongélation et le test de transcytose est réalisé un jour

plus tard.

Pour les modéles de co-culture, les cellules endothéliales microvasculaires cérébrales dérivées des
primates non-humains (NHP) sont ensemencées sur des plaques Transwell® a 12 puits (filires en
polycarbonate Corning Transwell® 3401, diamétre des pores 0,4 um ; 1,12 cm?), préalablement
recouverts de collagéne IV/fibronectine (Sigma) a une densité de 60 000 cellules/puits en milieu
EBM-2 supplémenté. A I'ensemencement, les Transwell®s recouverts de cellules endothéliales
microvasculaires cérébrales sont placés dans des plaques sans autre type de cellules
(monoculture), ou avec des astrocytes primaires de rat (80 000 cellules/puits) ensemencés au fond
de la plaque 4 jours auparavant, dans MEMa/ Milieu cellulaire F-12 (1:1), 10 % de FBS, 1 % de
PSN et 5 ng/mL de BFGF. Toutes les expériences de transcytose ont lieu aprés 4 jours ou 7 jours

en monoculture ou en co-culture.

Pour le modele de Mimetas, les cellules endothéliales microvasculaires cérébrales sont
ensemenceées selon les instructions du constructeur de I'OrganoPlate. Les images des puces sont

acquises avec le microscope a fluorescence Evos de Thermofisher.

3.1.2.6 Mesure du TEER

Le TEER est mesuré sur des monocouches de cellules endothéliales microvasculaires cérébrales
ensemencées sur des filtres Transwell®. La résistance est enregistrée en utilisant un voltohmmetre
épithélial EVOM2 couplé a une chambre (ENDOHM-12G) (World Precision Instruments, Hitchin,
Hertfordshire, Royaume-Uni). Les valeurs de TEER sont données en Q.cm? aprés soustraction
d'une mesure de Transwell® non ensemencé et multiplication par 1,12 cm? pour tenir compte de la
surface du Transwell® (Costar 3401).

3.1.2.7 Caractérisation des cellules par gPCR
Des culots cellulaires congelés provenant des fractions cellulaires microvaisseaux PODO (cortex),

ou des cultures de cellules aprés des passage PxJx ou PxDx sont lysés a l'aide de QIAzol Lysis
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Reagent (Qiagen, #79306). L'ARN total a ensuite été isolé des lysats sur un instrument QlAcube
(Qiagen) en utilisant le kit RNeasy Mini QlAcube (Qiagen, 74116) et en suivant les instructions du
fabricant. La concentration d'ARN est déterminée a l'aide du kit Qubit RNA HS Assay (Invitrogen,
Q32852) et la qualité et I'intégrité sont évaluées sur un Bioanalyzer 2100 (Agilent Technology) avec
un kit Agilent RNA 6000 nano (Agilent Technology, 5067- 1511). La transcription inverse (RT) est
réalisée a partir de 250 ng d'ARNm avec le kit de transcription inverse d'ADNc haute capacité
d'AppliedBiosystem 4368813. La qPCR est réalisée a partir d'/ADNc dilué au 1/20 en utilisant
QuantStudio™ 7 dans 384 puits avec le mode standard du systéme TagMan et en suivant les
instructions du fabricant. Les amorces et les sondes Tagman ont été achetées chez thermofisher
Scientific Inventoryed assay 4331182, Itm2a: Mm00515208_m1, Actb: Mm01205647_g1, Gapdh:
Mm99999915 g1, Pecam 1. Mm01242576 m1, Tfrc: MmO00441941 m1,  PdgfrB:
MmO00435553_m1, Cldn5: Mm00727012_s1, Aif1: Mm00479862_g1, Occludin: Mm00500912_m1,
Abcb1: Mm00440761_m1, PDGFRf: Hs00966522_m1 ou Hs0109589 _m1 et Mf02842795 m1,
GFAP: Hs00909233_m1, PECAM1: Hs01065279_m1 et Mf02805562_m1, TBP: Hs00427620_m1,
ABCG2: Hs01053790_m1 et Mf02788842_m1, CLDN5: Hs00533949 s1 et Mf00533949_s1, AIF1:
Hs00610419 g1 et Mf00357551_g1, ACTB: Hs01060665 g1 et Mf04354341 g1, ABCBT:
Mf02912805_g1 , TFRC: Mf00951078_m1, GAPDH: Mf04392546_g1. Les données brutes ont été
analysées avec le logiciel de PCR en temps réel QuantStudio™.

3.1.2.8 Marquages immunofluorescents

Les cellules cultivées sont fixées dans du paraformaldéhyde a 4 % ou a I'éthanol absolu pour les
inserts Brainplotting™ pendant 15 min, a température ambiante, puis perméabilisées et bloquées
dans du tampon bloquant Odyssey LiCor contenant 0,2 % de Triton X-100. Les anticorps primaires
ont été incubés une nuit a 4°C (Anti-Claudin 5 clone 4C3C2 Thermofisher 35-2500 au 1:200 ; Anti-
Z0-1 Thermofisher 61-7300 au 1:200; Anti-Occludin clone OC-3F10 Thermofisher 33-1500 au
1:100; Anti-VE Cadherin Polyclonal ab33168 Abcam au 1:500), et des anticorps secondaires
appropriés conjugués avec des fluorophores Alexa (Invitrogen) et Hoechst 33432 (Invitrogen) pour
la coloration des noyaux ont ensuite été utilisés pendant 2h a température ambiante. Les images

ont été acquises sur un systeme Perkin EImer Operetta CLS.

3.1.2.9 Test de transport

3.1.2.9.1 « Pulse-chase »
Des essais de transport en « pulse-chase » sont effectués avec des cellules non jointives telles que
hCMEC/D3 ou des cellules endothéliales microvasculaires cérébrales de singes avec une mesure
TEER < 150 Q.cm?. La premiére étape est le « pulse » ol des anticorps cibles (1 pug/mL) sont
ajoutés dans le milieu en apical au jour 4. Le milieu est changé en basolatéral et les astrocytes sont
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retirés. Aprés 2h a 37°C, 3 lavages avec du PBS sont effectués. La deuxiéme étape était le
« chase » a 37°C ou le milieu est remplacé par un milieu neuf sans anticorps. Les aliquots des deux
compartiments apicaux et basolatéraux sont prélevés 4 h aprés l'incubation a 37 °C, 5 % de CO:a.
Les membranes Transwell® sont lavées 3 fois avec du PBS, retirées avec un scalpel et congelées
avec 200 pl d'eau distillée pour lyser les cellules aprés 3 cycles de congélation/décongélation. Les
quantités d’anticorps dans les cellules, les compartiments luminaux et basolatéraux sont déterminés
par dosage Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) MSD (MESOQuickPlex SQ120,
MesoScale Discovery). Le classement relatif des anticorps en fonction de leur capacité a faire de la

transcytose dans ce modéle est obtenu en calculant le ratio « pulse-chase » PCRr :

basolatéral
PCr= dRacoateral
Qtotal

Ou Qpuasolatéral = quantité d'anticorps en ng mesurée dans le compartiment basolatéral, Qtota =
quantité d'anticorps en ng mesurée dans les cellules et dans les compartiments apicaux et

basolatéraux.

Les valeurs aberrantes sont éliminées si Qtotal est inférieur 8 10 % de la médiane de la quantité

totale des échantillons de toutes les expériences.

3.1.2.9.2 Transcytose Classique
Le milieu contenant les anticorps cibles ou contréles sont ajoutés dans les compartiments apicaux
a 1 pg/mL le jour du test de transport. Du milieu neuf est ajouté dans le compartiment basolatéral.
Les aliquots finaux des deux compartiments sont prélevés 240 min apres I'incubation a 37°C, 5 %
de CO2. Les quantités d’anticorps dans les solutions méres (T = 0 min) et le compartiment
basolatéral (T = 240 min) sont déterminés par dosage ELISA MSD (MESOQuickPlex SQ120,
MesoScale Discovery). La perméabilité apparente (Papp) est calculée a I'aide de la formule suivante

en cm.min' :

V x C abluminal
A X C luminal X t

Papp = (

ou V = volume de milieu dans le compartiment basolatéral (mL), A = surface de l'insert (cm?), Ciuminal
= concentration en anticorps dans le compartiment apical a T=0h (uUM), Cabluminal = concentration en

anticorps mesurée dans le compartiment basolatéral (uM ); t = temps du dosage (min).

3.1.2.10 Dosages ELISA

Des plaques 96 puits vierges de MSD sont coatées avec 0,5 pyg/mL d'lgG Fab'2 anti-humain (709-
006-098 Jacksonlmmuno) ou anti-souris (M0284 Sigma-aldrich) dans du PBS puis incubées
pendant 1 h sous agitation a température ambiante. Aprés incubation, les plaques sont lavées trois
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fois avec du PBS-Tween 0,05 % (Calbiochem, 524653) et bloquées pendant 1 h a température
ambiante avec une solution de BSA a 0,1 % (A7030, Sigma). Aprés blocage des plaques, les
échantillons collectés dans le test de transport et les standards sont incubés sur les plaques pendant
2 h a température ambiante. Aprés incubation, les plaques sont lavées trois fois avec du PBS-
Tween a 0,05 % et I'anticorps lié est détecté avec un anticorps de chévre anti-espéce conjugué a
un SULFO-TAG (R32AC-1, Meso Scale Discovery) en utilisant du tampon de lecture contenant de
la tripropylamine (R92TC-2, Meso Scale Discovery). Les concentrations ont été déterminées a partir
d’'une gamme étalon des anticorps testés en utilisant un programme de régression non linéaire a

quatre paramétres (logiciel Discovery Workbench version 4.0).

3.1.3 Reésultats
Dans un premier temps, nous avons isolé et caractérisé des cellules endothéliales microvasculaires
cérebrales humaines puis de singes Macaca fascicularis et de souris. Nous avons également utilisé
la lignée humaine hCMEC/D3 (93) et nous avons évalué la possibilité d’utiliser des cellules primaires
humaines commerciales. Nous avons ensuite développé des modeéles de BHE statiques selon deux
modes de transport différents mais toujours avec I'utilisation de Transwell® (4,95,115). Le premier
est un modeéle de transcytose classique quand les cellules utilisées sont jointives avec une mesure
de TEER>150 Q.cm?. Ces expériences permettent de calculer une perméabilité apparente pour un
anticorps cible, a comparer avec un anticorps contréle appartenant a un isotype d’espéce différente
(109). Le second est un modéle de « pulse-chase» qui permet de s’affranchir du passage
paracellulaire lorsque les cellules utilisées sont peu jointives et que la mesure du TEER < 150 Q.cm?
(195). Nous avons également évalué un modele dynamique pour essayer de tenir compte de la

contrainte de cisaillement sur les cellules (134).

3.1.3.1 Isolement et caractérisation des cellules endothéliales primaires cérébrales

3.1.3.1.1 Cellules primaires endothéliales microvasculaires cérébrales humaines
Nous souhaitions disposer d’'une quantité importante (aux alentours de 200.10°) de cellules
endothéliales microvasculaires cérébrales primaires humaines pour pouvoir ensuite procéder a nos
expériences d'immunisation. Il existe des sources commerciales de ces cellules que nous avons
évalué ci-dessous mais leur colt n’étant pas négligeable, nous avons décidé dans un premier temps
de les isoler et de les préparer nous-mémes. Pour cela, il fallait trouver des échantillons de cerveaux
humains, soit provenant de patients décédeés (209,213,325), soit provenant de patients opérés du
cerveau, pour des résections de zones épileptiques ou de glioblastomes (202,206—
208,214,217,219,229). Cette seconde possibilité nous semblait présenter un risque d’accéder a des
tissus potentiellement contaminés par du tissu endommagé ou trop perméable, nous nous sommes

donc tournés vers 'obtention de cerveaux post-mortem.
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Un critere fondamental pour I'obtention et la mise en culture de ces cellules endothéliales est le
délai qui doit étre le plus court possible d’'une part entre le déces et le prélevement et d’autre part
entre I'obtention des cellules et leur mise en culture qui ne doit pas excéder 24h apres le
prélevement (critere établi en interne sur des expériences avec des cerveaux de singes). L’idéal
étant un temps inférieur a 4h (326). Nous avons ensuite contacté un grand nombre d’organismes
ou hépitaux publics ou privés avec I'aide du médecin référent en interne. |l s’est trés rapidement
avéré qu’il est difficile voire impossible d’accéder en France, vu les formalités administratives
notamment, a des cerveaux dont les délais post-mortem seraient inférieurs a 48h. Notre
département étant localisé en région parisienne et aux Etats-Unis, nous avons exploré également
les possibilités via des organismes basés aux US mais la non plus I'obtention de cerveaux sains
dans des délais inférieurs a 48h ne s’est pas avérée possible. Nous nous sommes alors adressés
aux réseaux de biobanques européennes (Biobanking and BioMolecular resources Research
Infrastructure BBMRI), Banner Health Institute, Brain Bank Madrid, King’s College, Netherland Brain
Biobank.

3.1.3.1.1.1Isolement a fagon

Les cellules endothéliales microvasculaires cérébrales humaines « NBB » sont isolées a partir d’'un
échantillon d’'un cerveau humain frais de la Netherland Brain Biobank (NBB) issu d’un individu
décédé depuis moins de 24h et tenant compte de nos critéres d’exclusion. Elles ont été mises en
culture et amplifiées. Pour obtenir des cultures de cellules endothéliales les plus pures possibles,
nous cultivons les cellules pendant 7 jours en présence de puromycine (91). Cet antibiotique est un
substrat de la P-gp qui permet d’éliminer toutes les cellules qui n’expriment pas cette pompe d’efflux
de maniere a ne garder au bout de 7 jours que des cellules endothéliales. Un échantillon a été
prélevé puis caractérisé lors du 1°" passage : P1J0, 3 jours apres le 1€ passage : P1J3 puis 4 jours

apres le 2 passage : P2J4.

Les cellules endothéliales microvasculaires cérébrales humaines « Fidelis » sont isolées a partir
d’un échantillon d’'un cerveau humain frais obtenu par Fidelis issu d’'un individu décédé depuis moins
de 6h et tenant compte de nos critéres d’exclusion. Elles ont été mises en culture et amplifiées. Un
échantillon a été prélevé puis caractérisé lors du 1¢" passage : P1J0, 6 jours aprés le 1°" passage :
P1J6 puis 4 jours aprés le 2™ passage : P2J4. La Figure 36 présente ces cultures qui semblent
avoir une morphologie de cellules endothéliales. Le tapis cellulaire est obtenu a partir de 'expansion

de morceaux de microvaisseaux et semble homogéne.
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Fidelis

Figure 36 : Cellules endothéliales primaires humaines. Cellules isolées a partir de cerveaux
provenant a gauche de Netherland BioBank a P1J6 et a droite de Fidelis a P1J3 observées au
microscope a contraste de phase grossissement :x200 cultivées dans le milieu EBMZ2 sur un
revétement collagéne et fibronectine.

A des fins de comparaison, nous avons travaillé aussi avec des cellules endothéliales primaires de
cerveau générées par la société Brainplotting™. Les cellules endothéliales microvasculaires
cérébrales humaines « Brainplotting™ » sont isolées a partir d’'un échantillon péritumoral d’'un
cerveau humain frais obtenu par Brainplotting™ auprés d’un neurochirurgien effectuant une
résection de glioblastome. Elles sont amplifiées et purifiées en flask avant d’étre ensemencées sur
un Transwell® et récoltées entre J5 et J8 soit un temps moyen de culture P1J6. (Figure 37).
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Z0-1 CLDN5

Figure 37 : Cellules endothéliales primaires humaines produites par Brainplotting™. Cellules
observées au microscope a fluorescence grossissement x200. Les cellules sont fixées a I'éthanol
et marquées avec des anticorps primaires : a gauche : ZO1, a droite : CLDNS révélés par des
anticorps secondaires couplés au fluorophore Alexa 594

Nous avons caractérisé les cellules endothéliales primaires de ces trois sources différentes par
gPCR. Nous avons utilisé, comme contrble, des cellules HUVEC qui sont des cellules endothéliales
périphériques. Elles expriment CD37 mais elles ne possédent pas de caractéristiques de la BHE (ni
jonctions serrées, ni pompes d’efflux) (327). Nous avons quantifié des genes spécifiques des
différents types cellulaires susceptibles d’étre présents dans les cultures. La caractérisation de ces
cellules isolées s’est faite par comparaison avec un homogénat d’'un des cerveaux fournis par NBB
(Figure 38). Cela nous a permis de vérifier I'enrichissement de nos cultures en cellules endothéliales
par comparaison a ’homogénat de cerveau qui contient plusieurs types cellulaires différents. Nous
avons amplifié, comme marqueurs des cellules endothéliales : CD31, CLDNS5 (jonctions serrées) et
BCRP (pompe d’efflux) ; des cellules astrocytaires : GFAP, des cellules microgliales : IBA1 et des
péricytes PDGFR.
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Figure 38 : RT-gPCR de 'ARNm de marqueurs de types cellulaires des cellules endothéliales
primaires microvasculaires cérébrales humaines provenant de différentes sources. A : Cellules
provenant de Fidelis, B : Cellules provenant de NBB, C : Cellules provenant de Brainplotting™, D :
Cellules Huvec

Comme attendu, les cellules HUVEC expriment le géne CD371, marqueur endothélial mais pas les
autres marqueurs de la BHE ni ceux des autres types cellulaires. Les cellules endothéliales
primaires produites par Fidelis n’expriment pas les marqueurs endothéliaux CD31, CLDN5 et BCRP,
elles expriment PDGFRf3, ce sont vraisemblablement des péricytes. Les cellules produites en
interne isolées de cerveaux de la NBB expriment bien les marqueurs endothéliaux CD371, CLDN5
et BCRP a P1J0 mais ils diminuent rapidement au cours du temps au profit de PDGFRfS. Ces
cellules sont probablement des cellules endothéliales qui sont contaminées par des péricytes.
Cependant, ces cellules seraient utilisables sans passage dés lors que le phénotype est perdu en
culture mais ce procédé ne nous permettra pas d’accéder a suffisamment de cellules pour nos
besoins. Nous pouvons voir Figure 38 que les cellules endothéliales primaires produites par
Brainplotting™ expriment les marqueurs endothéliaux CD31, CLDNS et BCRP, elles n’expriment
pas PDGFRB ce sont bien des cellules endothéliales microvasculaires cérébrales pures. Nous
verrons plus loin que nous avons utilisé le modeéle de transcytose de Brainplotting™ a plusieurs
reprises (91,93,328,329) mais nous ne pouvons pas utiliser cette source de cellules primaires car

elles ne sont pas disponibles a la vente.

3.1.3.1.1.2 Source commerciale
Nous avons donc analysé des cellules endothéliales microvasculaires cérébrales primaires
commerciales. Les informations sur les donneurs sont succinctes (par exemple : donneur en bonne

santé), nous n’avons pas d’indications sur 'dge du donneur. Par ailleurs, leur colt est trop élevé
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pour envisager I'acquisition des quelques centaines de milliers de cellules dont nous aurions besoin

pour nos experiences.

Nous avons acheté trois sources de cellules primaires endothéliales cérébrales commerciales :
ACBRI376V Clinisciences (Cell system), H6023 Clinisciences (cell biologics) et 1000 Sciencell
(Science cell) (Figure 39). Les cellules ACBRI376V n’ont pas été évaluées car elles sont mortes

suite a un probléme de coating. Nous avons évalué les cellules primaires H6023 et 1000.

'.4--'"

H6023

Figure 39 : Cellules primaires endothéliales commerciales a POJ5. A gauche H6023, a droite 1000.
Cellules observées au microscope a contraste de phase grossissement x100

Nous observons que la morphologie des cellules est différente selon le fournisseur. Les cellules
1000 poussent plus vite et sont plus allongées par comparaison aux cellules H6023 qui sont de

formes pavées et se multiplient moins.

H6023 et 1000 ont été évaluées en RT-gPCR (Figure 40) par comparaison a la lignée hCMEC/D3.
Nous utilisons la lignée hCMEC/D3 car il s’agit d'une lignée de cellules endothéliales
microvasculaires cérébrales humaines qui possede quelques caractéristiques de la BHE malgré
'absence de jonctions serrées (93,94,118,330). Elle est utilisée comme normalisateur dans la
quantification des ARNm des lignées de cellules endothéliales cérébrales commerciales avec une
valeur de RQ a 1. Elle s’amplifie facilement, elle est largement utilisée dans les expériences du

domaine de la BHE par la communauté scientifique.
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Figure 40 : RT-gPCR de 'ARNm de marqueurs de types cellulaires des cellules endothéliales
primaires cérébrales humaines commerciales au cours de la culture de la décongélation POJO a 4
passages et 6 jours de culture. A gauche cellules endothéliales primaires commerciales H6023, a
droite cellules endothéliales primaires commerciales 1000

La lignée H6023 exprime des marqueurs des cellules endothéliales CD317 et CLDNS qui sont
détectés en qPCR tandis que la lignée 1000 ne les expriment plus aprés 2 passages. Cette derniére

est également contaminée par des péricytes dont la proportion augmente aussi avec la culture.

H6023 et 1000 ont été évaluées également avec des marquages immunofluorescents (Figure 41).

H6023 1000

Figure 41: Immunofluorescence de ZO-1 des cellules primaires endothéliales commerciales. A
gauche H6023, a droite 1000. Cellules observées au microscope a fluorescence grossissement
x100. Les noyaux cellulaires sont visualisés en bleu par un marquage au Hoechst, ZO-1 est
visualisé en vert avec un anticorps secondaire couplé au fluorophore Alexa 488.
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Le marqueur de jonctions serrées ZO-1 n’'est pas détecté en immunofluorescence sur les deux
lignées. Au vu du peu de bénéfices comparés aux hCMEC/D3 et au colt d’'une ampoule qui contient

environ 1.10° cellules, I'utilisation de ces cellules n’est pas envisageable dans nos modéles.

Cette premiére partie de notre travail nous a permis de montrer les difficultés liées a la génération
de cellules HBMECs a partir de cerveaux post-mortem. Nous avons alors exploré la piste de
cerveaux provenant de résections chirurgicales avec I'hypothése que comme le tissu collecté est
« vivant », cette source permettrait d’obtenir des cellules de meilleure qualité. Nous avons pu
d’ailleurs vérifier cette hypothése lors de notre collaboration avec I'entreprise Brainplotting™ qui a
un modele de BHE in vitro avec des cellules endothéliales humaines issues de résections de
neurochirurgie. Cependant, les difficultés logistiques et administratives liées a I'obtention de ce type
de résection chirurgicales nous ont convaincus de nous tourner vers une autre alternative : la
génération de cellules endothéliales microvasculaires cérébrales de primates. Nous avions alors
des animaleries de macaca fascicularis en interne et 'obtention de cerveaux frais s’est avérée plus
facile. Par ailleurs, 'homologie importante de beaucoup de transporteurs entre le cerveau de
primate et le cerveau humain (203,331) nous permettrait sans doute de générer et valider nos

hypothéses de travail (332).

3.1.3.1.2 Cellules primaires endothéliales microvasculaires cérébrales de singes
L’isolement des cellules de singes et leur caractérisation est détaillée dans notre article (96) Aprés
prélévement et dissection du cerveau, les microvaisseaux sont digérés par une enzyme puis
séparés sur gradient de densité PODO. Les cellules sont cultivées 7 jours en présence de
puromycine POD7 puis elles sont cultivées 7 jours dans un modeéle de BHE in vitro sans puromycine
P1D7 (Figure 42) (96).
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Figure 42: Etapes d’isolement des cellules endothéliales microvasculaires Macaca Fascicularis.

Nous produisons environ 20.10° cellules endothéliales par cerveau de singes Macaca fascicularis
adultes. L’expression de protéines spécifiques de la BHE est montrée par des marquages

immunofluorescents sur la Figure 43.
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ClaudinG Nuclei 701 Nuclei Occludin Nudel VE-Cadherin Nuclei

Figure 43 : Cellules endothéliales de singes a P1D7. Cellules observées au microscope a
fluorescence x200. Les noyaux marqués au Hoechst sont visualisées en bleu, Claudinb et Occludin
sont détectées avec un fluorophore Alexa 488 en vert, ZO1 et VE-Cadherin sont détectées avec un
fluorophore Alexa 555 en orange.

Ces cultures expriment les marqueurs endothéliaux jusqu’a P1D7. Nous avons veérifié ces
marqueurs dans cinq régions du cerveau (tronc cérébral, cervelet, cortex, hippocampe et striatum).
Il N’y a pas de signature particuliere du transcriptome endothélial en fonction de la région du
cerveau. Certains RMT sont dérégulés en culture comme le TFRC, INSR, LDLR ou GLUT1 (333).
ABCG2 (codant pour BCRP) ou ABCB1 (P-gp) le sont également. Cependant ils sont toujours

présents a P1D7 qui est le temps de culture auquel nous utilisons les cellules.

Nous avons évalué l'influence de la présence d’astrocytes dans un modeéle de transcytose (Figure
44)(96). Les astrocytes (de rat) semblent augmenter le TEER mesuré a travers les cellules

endothéliales.
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Figure 44 : Mesure du TEER au cours du temps dans un modele de BHE Macaca fascicularis in
vitro sur Transwell®. Comparaison des valeurs de J1 a J7 en absence ou en présence d’astrocytes.

La présence d’astrocytes améliore les valeurs de TEER. Dans tous nos modeles de Transwell® les

cellules endothéliales sont ensemencées en présence d’astrocytes jusqu’au test de transport.
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Nous avons comparé la qualité des cellules de singes avec celles des cellules primaires humaines
générées lors de la collaboration avec NBB ou celles obtenues de Brain Plotting (Figure 45). On
vérifie ici que les cellules générées a partir du macaque présentent les marqueurs endothéliaux
attendus et 'absence de péricytes comme les cellules de Brainplotting™ par opposition a celles

générées avec des cerveaux humains post-mortem.
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Figure 45 : Amplification des marqueurs endothéliaux dans des cellules de différentes especes. Les
résultats pour les cellules de singes sont représentés en marron, pour les cellules humaines de NBB
en violet et pour les cellules humaines de Brainplotting™ en parme

Ces cellules sont donc validées pour étre utilisées dans des modéles de BHE in vitro.

3.1.3.1.3 Cellules primaires endothéliales microvasculaires cérébrales de souris
Pour l'isolement de cellules endothéliales microvasculaires cérébrales de souris, les étapes du
protocole sont identiques. Aprés prélévement et dissection du cerveau, les microvaisseaux sont
digérés par une enzyme puis séparés sur gradient de densité P0JO. Les cellules sont cultivées 7
jours en présence de puromycine POJ7 puis elles sont cultivées 7 jours dans un modéle de BHE in

vitro sans puromycine P1J7 (Figure 46).
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Figure 46 : Etapes d’isolement des cellules endothéliales microvasculaires de souris.

Les cellules observées au microscope a contraste de phase aprés une semaine de culture en

présence de puromycine semblent présenter une morphologie endothéliale sur la Figure 47 .
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Figure 47: Cellules endothéliales microvasculaires cérébrales de souris observées apres 7 jours de
culture POJ7 (grossissement x100).

La caractérisation des cellules a également été faite par qPCR. Les résultats sont normalisés par
rapport a la quantification des génes dans un homogénat de cerveau dont la quantité relative est
fixée a 1. Tandis que le marqueur CD317 est maintenu en culture (>1), les marqueurs des jonctions
serrées et les transporteurs tels que Glut1, Tfr sont dérégulés (<1). Hormis pour les génes des
pompes d’efflux Berp et P-gp qui sont plus exprimés dans les cellules endothéliales primaires, il y a
peu de différence d’expression des génes du phénotype endothélial entre les cellules primaires

aprés une semaine de culture et la lignée de cellules endothéliales bend3 (Figure 48).
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Figure 48 : RT-qPCR de 'ARNm de marqueurs de types cellulaires des cellules endothéliales
primaires microvasculaires cérébrales de souris. Les résultats des cellules endothéliales de souris
primaires sont en rouge foncé et les résultats des lignées endos de souris bend3 sont en rouge
clair.

Un marquage aprés une décongélation et 24h en culture P1J1 montre que les jonctions serrées

Z01 sont toujours présentes (Figure 49).
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CD31 Z0-1

Figure 49 : Cellules endothéliales microvasculaires cérébrales de souris. Observation au
microscope a fluorescence x200 Le signal de l'anticorps couplé au fluorophore Alexa 594 est
détecté en rouge, a gauche : CD31, a droite ZO-1, les noyaux sont marqués au Hoechst en bleu.

Ces résultats montrent que les marqueurs de fonctionnalité des jonctions serrées (claudinb, Zo-1,
occludin), sont diminués aprés 7 jours de culture. Cette culture des cellules endothéliales de souris
ne permet donc pas de maintenir une bonne fonctionnalité de la BHE in vitro. De plus, le rendement
de ces cultures est médiocre. Il faut 30 cerveaux de souris adulte pour produire 1,5.108 cellules
endothéliales. Cela va a I'encontre de la réduction du nombre d’animaux en recherche. Le modele
de souris est intéressant in vivo mais pour I'établissement de modéles de BHE in vitro, nous ne

'avons pas poursuivi.

En conclusion des expériences d’isolement, de caractérisation et de culture des cellules
endothéliales microvasculaires cérébrales, pour nos modéles de BHE in vitro, nous avons choisi
d’utiliser la lignée humaine hCMEC/D3 et les cellules endothéliales microvasculaires cérébrales
primaires de primates. Ces derniéres nous offrent également la solution que nous recherchions pour
la génération d’'un grand nombre de cellules primaires endothéliales de cerveau pour les

expériences d’immunisation que nous présenterons plus loin.

3.1.3.2 Modeles de BHE in vitro statiques
Les modéles de BHE in vitro suivants ont tous été développés avec des Transwell®. C’'est le moyen

le moins colteux et le plus facile a mettre en place (95).

3.1.3.2.1 « Pulse-chase »
Ce modeéle est mis en place pour les cellules qui présentent un important passage paracellulaire
(Figure 50). C’est-a-dire présentant des valeurs de TEER < 150 Q.cm?. Il s’agit soit de cellules

hCMEC/D3 soit de cellules primaires endothéliales microvasculaires cérébrales de singes avec un
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TEER < 150 Q.cm?. |l se fait en deux phases : une phase de « Pulse » ol les cellules sont chargées
en molécule a tester. Ensuite des lavages permettent d’éliminer les molécules présentes dans le
milieu et de ne retenir que celles qui sont entrées dans les cellules. La phase suivante est une phase
de « Chase » qui se fait dans du milieu neuf. Si les molécules testées font de la transcytose elles
doivent étre relarguées dans le milieu par les cellules et idéalement dans le compartiment

basolatéral des Transwell®.
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Figure 50: Représentation d’'un modele de « pulse-chase ». Lors du « Pulse », les cellules sont
mises en présence de la molécule a tester. Des lavages permettent d’éliminer les molécules qui
restent dans le milieu. Suit ensuite une phase de « Chase » ou les molécules incorporées dans les
cellules sont relarguées dans le milieu.

Aprés 4h de « chase », les milieux apicaux et basolatéraux sont prélevés et dosés par ELISA. Les
cellules sont lysées et leur contenu est également dosé par ELISA. On détermine le ratio de « pulse-
chase » PCr

Les résultats obtenus par exemple avec un anticorps anti-TFRC et un anticorps contrble sont

présentés dans la Figure 51.
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Figure 51 : Ratio de « pulse-chase » pour un anticorps anti-TFRC en jaune comparé a un anticorps
qui ne fait pas de transcytose en bleu dans un modéle de BHE in vitro pulse chase. n=3 Transwell®
par barre.

Dans ce test de transport, on voit que I'on peut distinguer un anticorps qui fait de la transcytose
(anti-TFRC en jaune) d’'un anticorps qui n’en fait pas (contrdle en bleu). Le premier modeéle est basé
sur une lignée cellulaire immortalisée qui a perdu une partie de son phénotype BHE, le second une
lignée primaire fraichement isolée. Les différences peuvent étre liées a I'espéce ou a l'affinité de
I'anticorps pour le récepteur des différentes espéces. Ce modele est surtout utilisable pour classer

les anticorps relativement les uns par rapport aux autres dans un modéle identique.

3.1.3.2.2 Transcytose Classique

Ce modele est utilisé pour des cellules jointives qui ne présentent pas de passage paracellulaire et
pour lesquels les TEER sont supérieurs a 150 Q.cm? (Figure 52). Nous utilisons ces modéles avec
des cellules endothéliales microvasculaires cérébrales de singes produites en interne congelées a
P0OJ7. Des astrocytes sont d’abord ensemencés dans le fond du Transwell®. Au bout de 4 jours
sont ajoutées les cellules endothéliales. Des mesures de TEER réguliéres permettent de déterminer
a quel jour de culture peut étre pratiqué le test de transport. On le fait 24h aprés une mesure de
TEER >150 Q.cm?.
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Figure 52 : Représentation d’'un modele de transcytose. Les cellules sont mises en présence d’un
anticorps cible en bleu et d’un anticorps contréle en rose. La quantité d’anticorps en basolatéral
ainsi que la concentration de départ TO sont déterminées par dosage ELISA.

Ce modele permet de calculer la perméabilité apparente pour chaque anticorps.

Nous déterminons un ratio de Papp entre I'anticorps cible et I'anticorps contréle. L'anticorps contrdle
est produit dans une espéce différente de I'anticorps cible. Ainsi ils sont incubés ensemble dans le
méme Transwell® ce qui donne un contrdle garant de I'étanchéité du puits. Les données aberrantes
sont éliminées lorsque le Papp de I'anticorps controle est supérieur a 150% de la médiane des Papp
de tous les anticorps contréles des expériences.

Nous utilisons deux autres modéles de transcytose classique de la méme fagon. C’est le modéle de
PharmaCo-Cell® (Figure 53) qui utilise des cellules primaires endothéliales microvasculaires

cérebrales de singes en tri-culture avec des astrocytes et des péricytes de rats.
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Figure 53 : Modele de BHE in vitro primates de PharmaCo-Cell®. A : Vue d’ensemble du modele
de triculture B : Vue en coupe en microscopie électronique du filtre avec les cellules endothéliales
ensemencées C : Photo du dispositif de Transwell® en plaque 24 puits D : lllustration d’une
expérience de transcytose

Les cellules primaires endothéliales microvasculaires cérébrales de singes sont cultivées en tri-
culture avec des astrocytes et des péricytes sur des membranes de Transwell®
www.PharmaCoCell.co.jp/en/

Ce modeéle est assez coliteux et I'importation de ces plaques de la France au Japon est complexe
d’'un point de vue administratif. Par ailleurs, le milieu qui est fourni avec, contient des
immunoglobulines humaines, ce qui peut étre un probléme si on évalue des anticorps possédant un
fragment Fc humain. |l faut dans ce cas ajouter une étape de changement de milieu lors de

I'expérience de transport.

Le modéle de Brainplotting™ (Figure 54) utilise des cellules primaires endothéliales

microvasculaires cérébrales humaines en coculture avec des astrocytes (91,324).
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Figure 54: Modele de BHE in vitro humaine de Brainplotting™. Les cellules primaires endothéliales
microvasculaires cérébrales humaines sont cultivées en co-culture avec des astrocytes sur des
membrane de Transwell®. A : Echantillon de cerveau humain B : Microvaisseaux cérébraux
humains C : Cellules primaires endothéliales microvasculaires humaines en culture D : Photo du
dispositif de Transwell® en plaque 12 puits E : Représentation du modéle de BHE humaine in vitro
www.Brainplotting.com

Les mesures de variations du TEER et de perméabilité avec des fluorophores mettent en évidence
I'étanchéité de la BHE.

Nous avons évalué le ratio de Papp entre un anticorps anti-TFRC et un anticorps de souris dans ces
trois modéles de transcytose classique en Transwell® (Figure 55).
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Figure 55 : Ratio de Papp pour un anticorps anti-TFRC dans trois modéles de BHE in vitro. NHP :
n=3 Transwell®, PharmaCo-Cell® n=3 Transwell® , Brainplotting™ n=9 Transwell®

L’anticorps anti-TFRC montre un passage 16 fois supérieur a I'anticorps contréle dans notre modele
de transcytose en Transwell®. Il montre un passage 60 fois supérieur dans le modele NHP de
PharmaCo-Cell® et un passage 2 fois supérieur dans le modéle humain de Brainplotting™. Nous
avons donc des résultats différents en fonction des modéles mais au sein d’'un méme modéle on

peut classer des anticorps en fonction de leur capacité a faire de la transcytose. Le modéle de
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Transwell® est relativement facile a mettre en place une fois que I'on a une bonne source de
cellules. Sa qualité est tres dépendante des cellules utilisées et s'il y a eu coculture avec astrocytes
et/ou péricytes. C’est un modéle peu colteux, qui prend peu de place et qui ne nécessite pas

d’équipement spéciaux pour son utilisation.

Une partie de ces travaux sur les modéles de BHE in vitro a donné lieu a un article de recherche
dans lequel je suis co-auteur, publié en octobre 2020 dans le journal « Pharmaceutics », qui porte
sur la caractérisation de notre modéle de BHE in vitro réalisé avec des cellules endothéliales

microvasculaires cérébrales de singes.

3.1.3.3 Modele de BHE in vitro Dynamique Mimetas

Pour tenir compte de la contrainte de cisaillement subie par les cellules in vivo, nous avons évalué
un modéle de BHE dynamique. Nous avons sélectionné celui de Mimetas (Figure 56 A) que nous
connaissions bien au travers du consortium IM2PACT. Ce modéle permet d’éviter I'utilisation de
pompe, il présente une utilisation simple et un haut débit d’expériences. La force de cisaillement de
ce modéle est de 1,2 dyne/cm? (133). Nous avons pu nous former dans cette entreprise de
biotechnologie en Hollande pour apprendre a mettre en ceuvre ce modéle. Les cellules
endothéliales sont ensemencées dans le compartiment supérieur tandis que les cellules co-
cultivées sont dans le compartiment inférieur (Figure 56 D). Les cellules forment un tube dans lequel
s’écoule le milieu de culture par gravité (Figure 56 B). La plaque est placée sur un rocker qui se
balance (Figure 56 C). L'alternance de pente va contraindre le liquide a circuler. Le biais principal
étant que le liquide fait un aller puis un retour sur les cellules ce qui ne se produit pas in vivo. Le
tube formé est aussi trop grand comparé a la taille des microcapillaires cérébraux in vivo (Figure
56E), ce qui est toujours le cas dans les modeles de BHE in vitro (17,133). Le modéle dynamique
de Mimetas est décrit, notamment pour reproduire le passage d’anticorps anti-TFRC (MEM189)
dans des cellules TY10. lls montrent un Papp plus élevé pour I'anticorps anti- TFRC que pour un

anticorps contréle (133).
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Figure 56 : Représentation du modele dynamique de BHE in vitro de Mimetas. www.mimetas.com

Nous avons évalué ce modéle avec des cellules hCMEC/D3 (Figure 57). Selon nos discussions
avec Pierre-Olivier Couraud, le fait de mettre ces cellules sous un flux augmenterait I'étanchéité des
BHE. In vivo chez 'homme la force de cisaillement des capillaires est comprise entre 5 et 23

dyne/cm? (334) donc le modéle de Mimetas présente une force de cisaillement inférieure.
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Figure 57: Evaluation de I'étanchéité des cellules hCMEC/D3 dans le modele Mimetas avec un
anticorps secondaire couplé au fluorophore Alexa 488 (A21206). Apres 7 jours de culture dans
I’Organoplate®, un anticorps fluorescent est incubé dans le compartiment luminal du tube de
cellules endothéliales. Des photos sont prises a différents temps pour évaluer visuellement
I'étanchéité du modele.

Pour vérifier I'étanchéité du modéle, nous avons évalué un anticorps anti-lapin couplé a Alexa488.
Si le modéle est étanche, I'anticorps fluorescent reste dans le tube de cellules endothéliales. Nous
n'observons pas de fluorescence en dehors du tube de cellules hCMEC/D3. Dans ces conditions
expérimentales, le modéle semble imperméable a un anticorps pendant 24h (Figure 57). Ce modéle
doit maintenant étre validé, dans nos conditions de test de transport, par le dosage en ELISA dans
le compartiment basolatéral d’'un anticorps anti-TFRC comparé a un anticorps contréle.

3.1.4 Discussion
En conclusion, nous avons montré que l'obtention d'une quantité importante de cellules
endothéliales microvasculaires cérébrales primaires humaines était complexe a mettre en ceuvre
vu la difficulté d’accés a des cerveaux humains et de plus trés rapidement aprés le décés. En
revanche, nous avons pu mettre au point une procédure nous permettant d’accéder a ce nombre

avec des cellules de primate de bonne qualité.

La mise en place de modeles de BHE in vitro requiert l'isolement de cellules endothéliales
microvasculaires cérébrales de qualité. Nous avons vu ci-dessus les difficultés d’accés a aux
cerveaux humains. Cette difficulté est mondiale au vu du peu d’articles utilisant ce type
d’échantillons (209,246,251). De plus en plus d’équipes utilisent les iPSC pour tenter d’obtenir des
cellules a phénotype endothélial (105,335). C’est d’ailleurs I'objectif du consortium européen auquel
nous participons. Cependant, il existe autant de modéles de BHE que de protocoles de
différentiation (336,337).

Des lignées humaines comme les hCMEC/D3 ont été créées et sont utilisées pour pallier ce
probleme (93). Elles sont trés faciles a utiliser et présentent un phénotype endothélial (94,338).
Cependant elles présentent un passage paracellulaire important. Nous les utilisons donc
uniquement dans un modele « pulse-chase » de BHE in vitro qui permet de s’affranchir du passage

paracellulaire (195).
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L’utilisation des modeles dynamiques pourrait apporter des améliorations substantielles au modéles
de BHE in vitro (133,134). Cependant, leurs propriétés dépendent avant tout de la qualité des

cellules endothéliales microvasculaires cérébrales ensemencées pour les mettre en place.

Un point essentiel est la translabilité des modéles du in vitro au in vivo. Des corrélations ont pu étre
établies dans le cas de petites molécules avec un transport passif (339,340). Cependant, il existe
peu de données dans la littérature concernant la translabilité des modéles in vitro en in vivo pour ce
qui est des biothérapeutiques et en particulier ceux qui sont transportés par un mécanisme de RMT.
On peut citer par exemple les travaux de Haggani (341). Dans ce cas les auteurs ont utilisé plusieurs
constructions différentes avec le VHH FC5 que nous avons discuté plus haut. lls ont montré une
certaine corrélation entre les résultats obtenus dans un modéle Adult Rat Brain microvascular

Endothelial Cell (ARBEC) in vitro et les expositions des anticorps dans le LCR (Figure 58).
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Figure 58 : Comparaison entre les expositions cérébrales de sept anticorps mesurées in vivo et les
Papp mesurés in vitro chez le rat A : Déroulement de I'expérience B : Mesure du Papp in vitro et
corrélation avec I'exposition cérébrale in vivo (341)

Dans un autre article, ils montrent alors une bonne corrélation entre le Papp mesuré in vitro dans un
modeéle de Transwell® avec des lignées de cellules endothéliales microvasculaires cérébrales de
rat SV-ARBEC et la concentration dans le LCR de rats injectées (Figure 59 B) avec les six

constructions (Figure 59 A) a la veine de la queue (342).
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Figure 59 : Etude de franchissement de la BHE avec six anticorps différents in vitro et in vivo. A :
Représentation de la structure des anticorps testés. B : Corrélation entre le Py mesuré in vitro et
la concentration dans les fractions de haute densité de I'endosome précoce des cellules

endothéliales de rats (342)

Par ailleurs, ces constructions ainsi qu’un anti IGF1R ont été également utilisés dans un modeéle de

cellules endothéliales microvasculaires cérébrales dérivé d’'IPS iBEC (336). Les auteurs ont montré

des résultats concordants entre le modéle iBEC et un modéle de lignée de cellules endothéliales

microvasculaires cérébrales de rats SV-ARBEC Figure 60 A. lls associent les données de Papp

mesureées in vitro a un ratio d’exposition cérébrale qui est un ratio de la quantité d’anticorps dans le

LCR et le plasma (Figure 60 B).
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Figure 60 : Comparaison des resultats des anticorps FC5-1gG, FC5-Fc, IGF1R5-Fc et control
(A20.1-Fc, IgG) A : Valeurs identiques des Papp mesurées dans un modele de transcytose in vitro
avec SV-ARBEC de rat ou de iIBEC humains. B : Corrélation des données chez le rat entre les
modeles in vitro et in vivo (336).

Il faut rester trés prudent dans I'extrapolation et l'interprétation des résultats obtenus in vitro avec
des biothérapeutiques (343). Les exemples de la littérature les plus convaincants de corrélations in
vitro vs in vivo sont obtenus quand les modéles sont de la méme espéce. Par ailleurs, les
concentrations dans le LCR ne sont pas forcément toujours bien corrélées avec les concentrations
cérébrales. Enfin, il faut garder a 'esprit que la pharmacocinétique et les effets pharmacologiques
sont des phénomenes complexes et dynamiques résultant de la distribution, de I'élimination, de
'exposition cérébrale, de 'engagement du biothérapeutique sur les cibles. Il sera toujours difficile
de prédire parfaitement I'exposition cérébrale in vivo d’'un biothérapeutique par une simple approche
in vitro (341).
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3.1.5 Publication
La mise en place de notre modéle de BHE in vitro avec des cellules endothéliales microvasculaires
cérebrales de primates non humains a fait I'objet d’'une publication écrite par Catarina Chaves dans
laquelle je suis co-autrice. Cet article “Non-Human Primate Blood—Brain Barrier and In Vitro Brain
Endothelium: From Transcriptome to the Establishment of a New Model” est publié dans le journal

« Pharmaceutics »

Cette étude présente une comparaison du transcriptome des microcapillaires cérébraux
fraichement isolés et des cellules endothéliales cérébrales de primates non-humains sélectionnées
in vitro. Nous avons étudié les jonctions serrées, les RMT et les transporteurs ABC et SLC par
RNAseq. Les cellules endothéliales microvasculaires cérébrales in vitro ont conserveé la plupart des
éléments clés de la BHE pour I'intégrité de la barriére et le contréle du trafic moléculaire. La fonction
de RMT a été caractérisée par I'étude de TFRC dans ce modele NHP de BHE in vitro. Nous avons
observé un passage augmenté de la transferrine humaine et l'anticorps anti-hTFRC du
compartiment apical vers le compartiment basolatéral par rapport aux molécules témoins. En
paralléle, nous avons étudié d’éventuelles différences de la BHE dans cinq structures cérébrales :
le tronc cérébral, le cervelet, le cortex, 'hippocampe et le striatum. Notre analyse a permis de
montrer une homogénéité dans I'endothélium cérébral entre ces différentes régions. Notre modéle
de BHE in vitro dérivé de cellules endothéliales microvasculaires cérébrales de NHP imite
étroitement la BHE physiologique, représentant ainsi un outil prét a I'emploi pour évaluer la

pénétration des produits biothérapeutiques dans le cerveau humain.
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Abstract: The non-human primate (NHP)-brain endothelium constitutes an essential alternative to
human in the prediction of molecule trafficking across the blood-brain barrier (BBB). This study
presents a comparison between the NHP transcriptome of freshly isolated brain microcapillaries and
in vitro-selected brain endothelial cells (BECs), focusing on important BBB features, namely tight
junctions, receptors mediating transcytosis (RMT), ABC and SLC transporters, given its relevance
as an alternative model for the molecule trafficking prediction across the BBB and identification of
new brain-specific transport mechanisms. In vitro BECs conserved most of the BBB key elements
for barrier integrity and control of molecular trafficking. The function of RMT via the transferrin
receptor (TFRC) was characterized in this NHP-BBB model, where both human transferrin and
anti-hTFRC antibody showed increased apical-to-basolateral passage in comparison to control
molecules. In parallel, eventual BBB-related regional differences were Investig.igated in seven-day
in vitro-selected BECs from five brain structures: brainstem, cerebellum, cortex, hippocampus,
and striatum. Our analysis retrieved few differences in the brain endothelium across brain regions,
suggesting a rather homogeneous BBB function across the brain parenchyma. The presently established
NHP-derived BBB model closely mimics the physiological BBB, thus representing a ready-to-use tool
for assessment of the penetration of biotherapeutics into the human CNS.

Keywords: blood-brain barrier; brain endothelial cells; non-human primate; receptor-mediated
transcytosis; transcriptomics

1. Introduction

The blood-brain barrier (BBB) constitutes the main interface of molecular exchange between
the periphery and the central nervous system (CNS) [1]. Given its extremely restrictive properties,
the BBB plays a key role over the bi-directional passage of endogenous and exogenous compounds,
and ultimately constitutes a formidable challenge for the entry of therapeutics into the brain [2].
In order to find new brain-specific mechanisms of transport and efficient CNS-active therapeutic
alternatives, it is imperative to develop strategies to deepen the understanding of the BBB. Most in vitro
BBB models derive from isolated brain capillary endothelial cells, from primary or immortalized cell
line source, and rely on brain tissue from rat, mouse, porcine, bovine, and humans [3]. However,
the underlying interspecies differences query the reliability and prediction capacity of most in vitro
BBB models for the passage of therapeutic molecules across the human BBB and into the CNS [4,5].
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More recently, human BBB models from induced pluripotent stem cell (iPSC)-derived endothelial cells
have been developed, but it is still uncertain to what extent they may recapitulate the BBB and predict
in vivo exposures [6].

As access to fresh human brain tissue is extremely scarce, a non-human primate (NHP)-derived
BBB model may represent a valuable replacing tool for the prediction of the passage of biotherapeutics
across the human BBB. To this date, apart from a commercially available model [7] very few efforts
have been made to develop an NHP-derived BBB model. Furthermore, as opposed to many omics
studies reported on human brain [8-10], there is a considerable gap in sequencing and proteomic data
published regarding the primate brain endothelium. Finally, even though distribution of some drugs
within the brain have been documented [11], fundamental knowledge of the BBB in distinct regional
brain structures is lacking.

The objective of the present study is: (1) to establish, characterize and validate an NHP BBB
model using freshly isolated endothelial cells from microvascular brain vessels of Macaca fascicularis
and (2) to molecularly assess potential regional differences of the BBB across five brain structures:
brainstem, cerebellum, cortex, hippocampus, and striatum. The NHP-derived BBB model was
characterized molecularly, using RNA sequencing (RNAseq) tools, and functionally by focusing on
its capacity to predict receptor-mediated transcytosis (RMT) phenomena via the transferrin receptor
(TFRC). Through an RNAseq approach, we compared the transcriptomic profiles of freshly isolated
NHP-derived brain endothelial cells (BECs) with those set in culture in order to Investig.igate
their potential evolution over time and passage in vitro, along with a pairwise comparison of the
transcriptomic profiles of the brain microvascular endothelial cells obtained from the aforementioned
five brain regions.

In brief, in vitro selected NHP-derived BECs maintained the expression of key BBB features,
endothelial cell markers, and activity for the transferrin receptor-mediated transcytosis, essential
in the maintenance of the BBB role. The brain microvascular endothelium revealed few molecular
differences from distinct regions, suggesting a closely homogeneous function of the BBB across the
CNS. The present characterization of the NHP-derived BBB constitutes a potent tool for prediction of
the BBB permeability in vivo to biologic compounds, and for the identification of new brain-specific
mechanisms for improved drug delivery.

2. Materials and Methods

2.1. Animals

Male and Female Cynomolgus monkeys (Macaca fascicularis) aged from 4.8 to 5.9 years were
purchased from Le Tamarinier and Noveprim Ltd. (Mahebourg, Mauritius). Six animals were
group-housed in aviaries or interconnected mobile cages and two animals were individually housed in
interconnected mobile cages. Animals were housed under controlled conditions (20-24 °C, 40-70%
humidity, 10-15 renewals per hour of filtered, non-recycled air, 12-h light cycle) with free access
to filtered tap water and daily distribution of expanded diet (SDS, France) and fruits or vegetables.
Animals used for the isolation of brain microvessels were at disposal following pre-clinical studies.
Prior to the isolation of brain cortical microvessels, animals were submitted to a washout period of a
minimum of 1 month. All animal experimental protocols were reviewed and approved by the Ethics
Committee for the Protection of Laboratory Animals (CEPAL #21) of Sanofi, Vitry-Alfortville Research
Center, France, and are in compliance with the ARRIVE guidelines
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2.2. Isolation of Brain Microvessels from Cynomolgus Monkey Cortex, Brainstem, Cerebellum,
Hippocampus and Striatum

Brains from Cynomolgus monkeys were collected shortly after the euthanasia of the animal into
ice-cold Hibernate A medium (ThermoFisher, Illkirch-Graffenstaden, France). All subsequent steps
were performed at 4 °C and under a biological safety cabinet. Brain cortex, brainstem, cerebellum,
hippocampus, and striatum structures were isolated, and the subsequent brain tissue placed in
petri dishes containing ice-cold HBSS. The meninges and the cortical white matter were removed.
The collected tissues were transferred into a new sterile container with HBSS, finely minced with a
scalpel, and then pelleted by centrifugation (5 min at 600x g, 4 °C). The pellet was resuspended in
a collagenase/dispase® solution (Roche, Meylan, France, Collagenase 0.1 U/mL; Dispase 0.8 U/mL
prepared in Ca*/Mg?* free HBSS) containing type I DNAse at 20 U/mL and TLCK at 0.147 pg/mL,
and incubated at 37 °C for 60 min, under vigorous agitation. The digested tissue was carefully
homogenized, and centrifuged for 5 min at 600x g, 4 °C. The resultant pellet was resuspended in
HBSS containing 20% BSA and centrifuged at for 30 min at 2000x g, 4 °C. The myelin ring-containing
supernatants were discarded, and the vessel-containing pellet was resuspended and re-incubated in the
collagenase/dispase® solution in presence of DN Ase and TLCK for 30 min at 37 °C. This suspension
was re-pelleted by centrifugation (5 min at 600x g, 4 °C), and the final pellet (named PODO fraction
from this point onwards) is resuspended in endothelial cell medium (EBM-2 supplemented with Kit
EGM-2 MV SingleQuots, Lonza, Basel, Switzerland) containing 3 pg/mL puromycin, before set up in
pre-coated (collagen IV 100 pg/mL, fibronectin 10 pg/mL, Sigma, Saint Quentin Fallavier, France) cell
culture flasks, and incubated at 37 °C, 5% CO; for 7 days. Every 2 days the cell medium was changed
and the supplemented puromycin concentration lowered to 2 pg/mL, and subsequently removed.
Following 7 days of expansion, BECs from cortex, but not from the other 4 brain structures (named
POD?7 fraction from here onwards) were further singularized and re-plated de novo for further 7-day
cell expansion (P1D7) (Figure 1A).
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Figure 1. Brain endothelium transcriptome of samples prepared from non-human primates (NHP).
(A) Diagram of the procedure conducted for the isolation of NHP-derived brain microvessels and
in vitro selection of brain endothelial cells (BECs). (B1) Principal Component Analysis (PCA) of brain
cortical microvascular samples clustered in 3 groups (PODO0 n = 8, POD7 n = 8, P1D7 n = 6). (B2) PCA of
brain endothelial samples clustered in 5 groups (cortex n = 8, brainstem n = 6, hippocampus n =7,
striatum n = 7, cerebellum n = 2). (C1) Comparison of the expression levels of endothelial cell and
non-endothelial cell markers in the brain microvascular POD0 and POD7 fractions. An expression
threshold of one FPKM in at least half of the independent replicates (PODO, n = 8; POD7, n = 8; P1D7,
n =6; FPKM > 1 in n > 4 samples) was applied in order to consider only the differentially expressed
gene having a significant expression level. Gene levels of brain endothelial cell markers are enriched
in PODO and POD7 samples, and even though RNA levels of markers for microglia (or immune cells),
oligodendrocytes, pericytes, astrocytes and neurons can be detected in PODO0 samples, their expression
is off in POD7. Results represent average FPKM and are expressed and mean + SEM. (C2) Hierarchical
clustering of BECs from the selected brain structures showing a lack of clustering per brain structure.
An expression threshold of one FPKM in at least 3 samples was applied to ECs derived from different
regions (cortex 1 = 8, brainstem n = 6, hippocampus n = 7, striatum n = 7, cerebellum 1 = 2) for the
analysis of differentially expressed genes.
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2.3. Transcriptome Sequencing (RNAseq) and Expression Analysis

2.3.1. RNA Samples for Library Preparation

Frozen cell pellets from the cellular PODO (cortex), POD7 (cortex, brainstem, cerebellum,
hippocampus, striatum) and P1D7 (cortex) fractions were lysed using QIAzol Lysis Reagent (Qiagen,
#79306, Courtaboeuf, France). Total RNA was then isolated from the lysates on a QIAcube instrument
(Qiagen) using the RNeasy Mini QIAcube kit (Qiagen, #74116) and following the manufacturer’s
instructions. The RNA concentration was determined using the Qubit RNA HS Assay Kit (Invitrogen,
#Q32852, Illkirch-Graffenstaden, France) and the quality and integrity (RIN) was assessed on
a Bioanalyzer 2100 (Agilent Technology, Les Ulis, France) with an Agilent RNA 6000 nano kit
(Agilent Technology, #5067-1511).

2.3.2. RNA Sequencing (RNAseq)

The RNAseq libraries were prepared with 30 ng of input total RNA using the NEBNext Ultra II
Directional RNA Library Prep Kit for Illumina (New England Biolabs, #E-7765S, Evry-Courcouronnes,
France) with the NEBNext rRNA Depletion Kit (New England Biolabs, #£6310L) and following the
manufacturer’s instructions. The libraries were then paired end sequenced (75 cyclesx2) on the
NovaSeq 6000 instrument (Illumina, Paris, France) using the NovaSeq 6000 SP Reagent Kit (300 cycles;
#20027465, lllumina).

RNA-seq data analysis was performed using ArrayStudio (Qiagen, Courtaboeuf, France). Briefly,
raw data QC is performed then a filtering step is applied to remove reads corresponding to rRNAs as well
as reads having low quality score or shorter than 25 nt. Reads were further mapped to the Cyno.WashU
2013 genome, based on the contigs assembled from a WGS project submitted by Washington University
(WashU) in 2013, using OSA4 [12] (Omicsoft Sequence Aligner, version 4, Qiagen) and quantified using
Ensembl.R94 model of transcriptome, paired reads were counted at gene level. Differential analysis of
gene expression was performed at gene level using DESeq2 [13]. The variable multiplicity was taken
into account and false discovery rate (FDR) adjusted p-values calculated with the Benjamini-Hochberg
(BH) correction [14]. Functional analysis of differentially expressed genes was performed using IPA
(Qiagen) [15]. Gene Set Enrichment analysis was performed using Ingenuity and GSEA software [16,17].
High-throughput sequence data are available on the Gene Expression Omnibus (GEO) under the
GSE154901 accession number. Read depth from RNAseq was counted as fragments per kilobase per
million mapped fragments (FPKM). FPKM read counts were obtained for each BEC fraction (P0ODO,
POD7, P1D7). A minimum of 1 FKPM in at least half of the observations per group, and in at least one
of the groups, was required for a gene to be considered as expressed and included in the analysis.

2.4. Co-Culture Experiments

NHP-derived BECs were seeded onto 12-well plate transwells (Corning Transwell polycarbonate
filters, 0.4 um pore diameter; 1.12 cm?, Corning, Sigma, Saint Quentin Fallavier, France), previously
coated with collagen IV/fibronectin (Sigma, Saint Quentin Fallavier, France) at a density of
60,000 cells/well in supplemented EBM-2 medium. Immediately following plating, BEC-coated
transwells were then placed into plates with either no other cell type (monoculture), or with rat primary
astrocytes (80,000 cells/well) plated onto the bottom of the plate 4 days before, in MEM-o/F-12 cell
medium (1:1), 10% FBS, 1% PSN and 5 ng/mL bFGEF. All transcytosis experiments occurred immediately
following 4 days or 7 days in monoculture or co-culture.

2.5. Resistance Measurements

Trans-endothelial electrical resistance (TEER) was measured every 24 h following the sub-culture
of BMECs onto transwell filters. Resistance was recorded using an EVOM2 epithelial voltohmmeter
coupled to a cell culture cup chamber (ENDOHM-12G) (World Precision Instruments, Hitchin,
Hertfordshire, United Kingdom). TEER values were presented as () X cm? following the
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subtraction of an un-seeded Transwell and multiplication by 1.12 cm? to account for the surface
area. TEER measurements were taken three independent times on each sample and at least in triplicate
filters for each experimental condition.

2.6. In Vitro Transcytosis and Permeability Measurements

Test (2 pg/mL human holo-Transferrin or 1 pg/mL of internally developed anti-human/cynomolgus
TFRC antibody) and control molecules (10 pg/mL of FITC-coupled 70 kDa Dextran or 1 pg/mL mouse
IgG, clone MG1-45, BioLegend) were added onto the upper chamber on day 4 (96 h following
NHP-derived BMEC seeding on transwell). Fresh EC medium with none of these compounds
was added onto the bottom chamber. Final aliquots from both chambers were taken 240 min
following incubation at 37 °C, 5% CO,. Compound levels in mother solutions (T = 0 min), upper
and lower compartments (T = 240 min) were determined by electrochemiluminescent immunoassay
(MESOQuickPlex SQ120, MesoScale Discovery, Rockville, MD, USA) and by fluorescence measurement
(485 nm excitation and 530 nm emission, using a multiwell-plate reader). Permeability coefficients
were calculated based on the cleared volume of Dextran or holo-Transferrin from the top chamber to
the bottom chamber using the following formula:

Papp (cm/min) = ( ¢y

1% ) _ Cabluminal
A - Cluminal t

where V = volume of cell medium in the bottom chamber (mL), A = surface area of the insert
(cm?), Cluminal = compound concentration loaded in the upper chamber (uUM), Capluminal = compound
concentration measured in the bottom chamber (uM); ¢ = time of the assay (min).

2.7. Western Blot

NHP-derived BECs were lysed using ice-cold RIPA buffer (CST) containing protease inhibitor
cocktail (ThermoFisher). Lysates were sonicated for 5 min, centrifuged at 15,000x g for 15 min,
and supernatant fractions were collected. These were loaded into 4-12% Tris-Glycine SDS-page gels
(Invitrogen, Illkirch-Graffenstaden, France), and let to migrate for 1h at 180V. Samples were then
transferred onto PVDF membranes using an iBlot™ 2 Dry Blotting System (Invitrogen) on the PO
program (20 V for 1 min, 23 V for 4 min, 25 V for 2 min). PVDF membranes were then rinsed with
Tris-buffered saline with 0.1% Tween 20 (TBST) and blocked for 1 h in 5% non-fat dry milk in TBST
(blocking buffer). Membranes were first probed overnight at 4 °C with primary antibodies in blocking
buffer, and then probed with secondary antibodies diluted in TBST for 1 h at room temperature (1:10,000
diluted HRP-coupled goat anti-mouse IgG or goat anti-rabbit IgG, GE Healthcare). Following secondary
antibody incubation, membranes were rinsed thoroughly with TBST, imaged using a LICOR Odyssey
Imager and bands quantified using Multi-Gauge v3.0.

2.8. Immunocytochemistry of Tight Junctions

Immunocytochemistry was conducted on NHP-derived BECs following mono-culture conditions.
Cultured cells were fixed in 4% p-formaldehyde for 15 min, at room temperature, and subsequently
permeabilized and blocked in Blocking Buffer Odyssey LiCor containing 0.2% Triton X-100.
Primary antibodies were incubated overnight (Anti-Claudin 5 Monoclonal (4C3C2) 1:200 #35-2500;
Anti-ZO-1 Polyclonal, 1:200 #61-7300; Anti-Occludin Monoclonal (OC-3F10), 1:100 #33-1500, ThermoFisher;
Anti-VE Cadherin Polyclonal, 1:500 #ab33168, Abcam, Amsterdam, The Netherlands), and appropriate
secondary antibodies conjugated with Alexa fluorophores (Invitrogen) and Hoechst 33432 (Invitrogen) for
nuclei staining were subsequently used. Images were acquired on a Perkin Elmer Operetta CLS™ system.

2.9. Statistical Analysis

The statistical significance of differences between groups was analyzed using GraphPad Prism
v7.0 software (GraphPad Software, San Diego, CA, USA) t-test (unpaired, parametric, equal standard
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deviation, two-tailed), Mann-Whitney t-test (unpaired, nonparametric, two-tailed) and Friedman test
(matched data, nonparametric) with post hoc Dunn’s multiple comparison test. The application of
these statistical methods to specific experiments is noted in the figure legends.

3. Results

3.1. Transcriptional Profiling of Brain Microvasculature

For the detection of differentially expressed genes, we performed statistical analysis with
DESeq2 [13]. Transcriptional profiles of the different cortical EC populations were compared to
one another, while ECs from different brain regions were compared to those obtained from brain
cortex, always using a threshold of 1.5-fold difference in the expression and a BH-adjusted p-value
(Pagj < 0.05).

In the principal components analysis (PCA), a clustering of independent replicates is seen for each
fraction, supporting a low variability between independent samples (Figure 1(B1)). The PCA of the
different endothelium transcriptomes also evidences that brain ECs set in culture (POD7, P1D7) have
molecular signatures that are relatively distinct from the freshly obtained BEC-enriched fraction PODO
(Figure 1(B1)). Such difference of POD7 and P1D7 towards the PODO fraction is partially due to the
presence of RNA from cell types other than endothelial cells in the PODO fraction. In fact, the enzymatic
digestion and gradient centrifugation procedure used for obtention of brain microvessels (P0DO0) yields
a highly enriched fraction yet presents RNA of pericyte, glial, neuronal, and circulating blood cell
origin. This also explains the important set of genes seeing their expression downregulated in POD7 vs.
PODO (5089 out of a 13,485 gene population, see Figure S1). On the other hand, an up-regulation of
3884 out of 13,485 genes is seen from PODO to POD7 (>1.5-fold, p < 0.05), most probably representing
endothelial-specific genes, and thus reflecting the in vitro selection of the endothelial cell population.
The degree of purity of POD0 and in vitro-selected POD7 and P1D7 samples was assessed through
probing the transcriptome data for the expression of 5 acknowledged cell type specific genes [18-21]
for astrocytes (BMPR1B, GFAP, ALDH1L1, SOX9, AQP4), neurons (TMEM130, RELN, STMN?2, SYT1,
SYN1), oligodendrocytes (MAG, PLP1, MOG, MOBP, MBP), and microglia (AIF1, C1QA, C1QB, CX3CR1,
TNF), and 10 genes for endothelial cells (SLC2A1/GLUT1, EPAS1, ITM2A, CLDN5, BSG, CD34, VWE,
PECAM1, CDH5, ESAM) (Figure 1(B2)). All non-endothelial cell markers see their expression being
switched-off in POD7 and P1D?7 cell populations, while the expression of the selected endothelial genes
is either maintained or even increased in both the POD7 and P1D?7 cell populations, in comparison to
PODO (Figure 1(C1)).

All BEC samples from five brain regions (brainstem, cerebellum, cortex, hippocampus, striatum)
qualified according to the raw data quality control analysis, with the exception of 2 cerebellum with low
RNA levels (consequently excluded from the subsequent analyses). The PCA analysis and hierarchical
clustering suggest low variability between independent samples (Figure 1(B2)), and similar molecular
signatures of endothelium transcriptomes from different brain structures as no distinct clustering of
samples belonging to the same structure is formed (Figure 1(C2)). Accordingly, only 173 genes were
found to be differentially expressed (fold-change > +1.5, p < 0.05) in BECs from other brain structures
vs. those from brain cortex (Figure S2).

3.2. Endothelial Junction Mediators: Expression Levels and Transcriptional Changes

The present RN Aseq analysis evidences CLDN5S as the major claudin transcript present in the
cynomolgus brain vasculature, but CLDN1, CLDN12, and CLDN15 expression at the 3 different in vitro
stages is also detected, at considerably lower levels (Figure 2A). CLDN3 and CLDNG6, previously
reported at the mouse BBB [22,23] were not detected. Other key participants in the formation of tight
junctions at the BBB, in particular JAMs (F11R, JAM3), TJP1 (ZO-1), and cadherins CDH5, CDH2,
and ESAM seem to maintain high levels of expression in isolated BECs, even after sub-culturing
in vitro (Figure 2A). JAM2 and to a lesser extent OCLN are progressively downregulated from PODO to
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P1D7, but present nonetheless relevant levels of expression. The expression of CTNNBI (f3-catenin),
regulator of CNS-specific angiogenesis and of the expression of tight junctions at the BBB [23-26],
is dominant over the three endothelial fractions, along with other genes associated to tight junction
correct assembly and maintenance, such as USP53, PDCD6IP, ARHGEF2, MPDZ, and AMOTL1-2
(Figure 2A), further sustaining the robustness of the NHP-derived BBB model. Lipolysis stimulated
receptor (LSR), although downregulated (3.5-fold, p < 0.001, POD7 vs. PODO0), together with stable levels
of CGNL1 MARVELD? found in vitro, which are known to participate in the formation of epithelial
and endothelial junctions, and enriched in mouse BECs versus periphery [27,28] were also identified
in our analysis.
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Figure 2. Comparison of the expression levels of several molecular participants in the formation of

tight junctions at the brain microvasculature. (A) Gene levels of tight junction elements are globally
maintained across PODO0, POD7 and P1D7 fractions, where (A1) represents the most expressed genes
associated with tight junction formation and regulation, and (A2) genes showing lower average
FPKM values. Results are expressed as average FPKM and are expressed and mean + SEM (n = 6-8).
(B) Comparison of the expression levels of several molecular participants in the formation of tight
junctions in brain microvascular endothelial cells from 5 different brain regions. Results are expressed
as average FPKM and are expressed and mean + SEM (n = 2-8).
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Most major participants in the regulation and formation of cellular junctions, such as CDH5, TJP1,
or OCLN, did not see their expression levels differ between endothelial cells obtained from the brain
microvasculature of the five analyzed regions, except for increased transcript levels of CLDN5 and
CLDNT1 found in BECs from the brainstem and cortex vs. hippocampus (p < 0.05).

3.3. Transporter Systems at the BBB: Expression Levels and Transcriptional Changes

3.3.1. Receptor-Mediated Transcytosis

RMT constitutes a reference strategy to overcome the BBB and promote efficient and specific
delivery into the CNS of therapeutic agents. TFRC, highly expressed and enriched in the brain
microvasculature [29,30], and the only validated RMT-mechanism evidencing an enhanced brain
exposure of biotherapeutics [31-35], sees its expression levels being downregulated from PODO to
P1D7, but retaining substantial expression levels in vitro (Figure 3A). Insulin receptor (INSR) [36-39],
LRP1 [37,40-42], IGFIR [43], LDLR [44], basigin (BSG), and SLC2A1/GLUT1 [37] have been targeted
using antibodies and/or peptides as attempts to improve brain uptake, but such studies did not
generate much encouraging results. Shuttles targeting novel receptors have also been described,
such as SLC3A2/CD98hc [37] and TMEMB30 [45,46], yet poorly characterized. A sustained relevant
expression from PODO to P1D7 is seen for the transcript levels of most of these receptors, except for
LRP1, which is considerably suppressed in vitro (Figure 3(A1l)). The absent expression of LRP1 is
coherent with previous findings revealing strong LRP1 expression levels found in pericytes [47,48]
but not in selected brain endothelial cells [47,49]. TMEM30A and IGF2R levels see a relative increase
in vitro, likely due to the endothelial cell selection in culture. Expression levels of TFRC did not differ
between endothelial cells from the different analyzed brain structures (Figure 3B). Increased IGF2R
and TMEMB30A transcript levels were found in the brainstem-derived endothelium vs. cortex-derived
endothelium (p < 0.05), while INSR showed to be significantly inferior in hippocampus vs. brainstem
(>1.5-fold change, p < 0.05, vs. striatum and cortex (>1.5-fold change, p > 0.05).

Clathrin [36,50-52] and caveolin-mediated endocytosis [53-56] constitute the major pathways of
internalization in RMT. The expression of clathrin (CLTC), caveolin-1 and 2 (CAV1, CAV2) found in
PODO brain microvessels is up-regulated and preserved at POD7 and P1D7 timepoints (Figure 3(A2)).
Transcript levels of MFSD2A are downregulated in vitro, suggesting a suppression of the negative
regulation of caveolae formation, which may consequently be exacerbated in this context (Figure S3).
No gene implicated in RMT internalization pathways registered a differential expression pattern in
BECs obtained from the different five brain regions.
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Figure 3. Expression of receptors capable of mediating transcytosis. (A) Comparison of the expression
levels (FPKM) of selected receptors (A1) and key internalization pathway genes (A2) present in the brain
microvascular POD0, POD7 and P1D?7 fractions. Results represent average FPKM and are expressed and
mean + SD (n = 6-8). (B) Comparison of the expression levels (FPKM) of selected receptors and key
internalization pathway genes present in the brain microvascular endothelial cells from different brain
regions. Results represent average FPKM and are expressed and mean + SEM (n = 2-8).

3.3.2. Carrier Transporters

Comparison of Cortical Brain Endothelial POD0, POD7 and P1D7 Fractions

The presence of cell membrane transporters at the BBB allows a perfect control of the flux
of molecules between the blood and the brain, either by efflux ATP-binding cassette (ABC)
transporters (e.g., ABCB1/MDR1/P-glycoprotein) [57], or highly specific solute carriers (SLC) (e.g.,
SLC2A1/GLUT1) [58]. Expression trends of such transporters were therefore Investig.igated across the
three studied cell fractions. Based on the overall samples, we detected a total of 398 transporters, 249 of
these detectable at >1 FPKM in at least half of the samples from at least one of the analyzed groups.

ABC transporters: Known major drug efflux transporters, like ABCG2 (BCRP) and ABCBI,
presented the highest expression levels among the 33 ABC transporters found in the three
studied endothelial cell populations. ABCG2 and ABCB1 transporters were downregulated in vitro,
but nonetheless remained the most expressed ABC transporters in the POD7 and P1D7 sampling groups
(Figure 4A). ABCC4 expression levels showed to be third highest among ABC transporters in the PODO
fraction, but its expression is considerably depleted in vitro. Similarly, ABCC6 and ABCC9 were detected
in freshly isolated brain microvessels, followed by downregulation in vitro. ABCC9, but not ABCCb,
have previously been reported to be present at the BBB microvasculature [59,60], but it likely originates
from pericytes [61]. On the other hand, expression of ABCC1 is considerably upregulated from PODO
to POD7 and P1D7 culture conditions (despite controversial prior reports [62-64]), and similar trends
are also observed for ABCB9 (reported in rat brain microvessels [60], ABCC3 and the lipid transporter
ABCGI (reported in porcine brain endothelium [65]). The upregulation of these 5 ABC transporters
versus PODO is most likely due to the positive selection of endothelial cells in culture, and not a cell
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derivation in vitro, given that these very same five ABC transporters showed to be positively correlated
with the trend of PECAM1 expression across the three endothelial cell fractions (Pearson correlation,
p < 0.001, Figure S5). Other transporters which showed considerable expression at POD0 and for
which their expression was relatively maintained in vitro are the cholesterol efflux transporters ABCA1,
ABCA2 (reported in human brain microvessels [66,67]) and ABCA3, the multidrug transporter ABCC5,
but also those of ABCD3 [60], ABCE1 (expression associated with cell growth and apoptosis inhibition)
and ABCF1 (Figure 4A), for which the eventual played role at the BBB is absolutely unknown. A global
heatmap plot representation of a hierarchical clustering of the FPKM variability of ABC transporters
expressed genes across fractions is available in Figure S4.

SLC transporters: The SLC superfamily comprises known transporters of energy metabolites
(e.g., SLC2A, SLC16A families), amino acids and neurotransmitters (e.g., SLC1A, SLC7A families),
ions (e.g., folate/thiamine transporter family SLC19A, zinc transporter family SLC39A), organic
anions (SLCO family), organic cations (SLC22A family), and others. Transporters such as SLC2A1
(GLUT1) [68,69], SLC7A5 (LAT1) [70,71], SLC7A1 (CAT1) [72], or SLCO2B1 (OATP2B1) [73,74] are
known to participate in mediated-transport at the BBB. The analysis of the transcriptomic data indicates
that the glucose transporter SLC2A1, the amino acid transporters SLC7A5, SLC7A1 and SLC3A2
(the latter known to form heterodimers with SLC7 family members, e.g., with SLC7AS5 to form the
neutral large amino acid transporter LAT-1), SLCO2B1, but also SLC38A5 [75,76] (SNATS, carrier for
glycine, alanine, serine, glutamine, asparagine, and histidine) are the most abundantly expressed SLC
transporters in PODO (Figure 4B). Their expression was downregulated in POD7 and P1D7 endothelial
fraction yet maintaining relevant levels of expression as they remained the most expressed SLCs.
SLC7A5 and SLC38A5 although known to be prominently expressed at the BBB [76-78] represented
important exceptions as their expression dramatically dropped from an average 339 or 169 FPKM,
respectively, at PODO0 to approximately 6 and 2 FPKM, respectively, at PID7. As SLC7A5 heterodimerizes
with SLC3A2 to function as a sodium-independent, high-affinity transporter mediating uptake of
large neutral amino acids such as phenylalanine, tyrosine, L-DOPA, leucine, histidine, methionine
and tryptophan, its modest expression might limit the formation of such complexes and partially
compromise LAT-1 activity. Expression of SLC7A11 (xCT, cystine/glutamate antiporter, also forming
dimers with SLC3A2) is considerably upregulated in vitro, finding that has already been described [75],
and which is associated with increased oxidative stress conditions [79]. Given the similar transcript
levels of SLC3A2 and SLC7A11 found at POD7-P1D7, formation of this heterodimer in vitro should
be sustained.

Some SLC38A transport family members (Na*-dependent transport of neutral amino acids),
namely SLC38A1 (transport of glutamine), SLC38A2, and SLC38A10 (proton antiporter, orphan
transporter) are mainly upregulated in vitro, and account for high levels of expression among SLCs,
notably SLC38A2 (Figure 4B). Other simple sugar transporters from the SLC2A family were found to
be significantly expressed in the cynomolgus brain microvascular enriched fraction, such as SLC2A5
(corroborated by [80]) and SLC2A13-14. Although the expression of SLC2A5 was also depleted
in vitro, an important expression of both SLC2A10 and SLC2A14 was found at both POD7 and P1D?7.
The expression levels of some SLC12A (cation-coupled chloride transporters)—SLC12A2, SLC12A4,
SLC12A6—and SLC16A (proton-coupled monocarboxylate uptake, such as lactate and pyruvate,
but also drugs, including statins) members—SLC16A1, SLC16A3, SLC16A14—were also among the
most relevant SLC transporter expressed at the cynomolgus BBB, coherent with previous reports [81,82],
and whose levels of expression were maintained in vitro. On the other hand, even though a broad
expression level was found at PODO for SLC16A2, known to carry cellular import of thyroid hormones,
its expression was substantially downregulated across both POD7 and P1D7 fractions. High levels of
expression of SLC25A transporter family members (mitochondrial carriers, e.g., exchange of ADP/ATP,
citrate, phosphate), namely SLC25A1, SLC25A3, SLC25A4, SLC25A5, were also observed from PODO to
POD7/P1D7 conditions (Figure 4B). They account for nine out of 25 SLC transporter expression positively
correlated with the expression of PECAM1 across the three endothelial cell populations (Figure S5).



Pharmaceutics 2020, 12, 967 12 of 25

Other SLC transporters found to be present across the three endothelial cell fractions are the zinc efflux
family SLC30A (SLC30A1, SLC30A9) and the zinc uptake family SLC39A (SLC39A1, SLC39A7, SLC39A9,
and SLC39A13), suggesting the importance of the fine tuning of the zinc intracellular concentration
levels for the cellular homeostasis and proper functioning. Our present findings allow to better
establish a set of BBB highly expressed transporters which may provide novel insights into its role for
the maintenance of the CNS homeostasis and nutrient requirements, but also for identifying novel
molecules to target to enhance drug delivery into the CNS. A global heatmap plot representation
of a hierarchical clustering of the FPKM variability of SLC transporters expressed genes across the
3 fractions can be consulted in the (Figure 54).
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Figure 4. Changes in mRNA levels of ABC and SLC transporters across POD0, POD7 and BEC fractions.
(A) Comparison of the expression levels (FPKM) between the different ABC transporters present in
the brain microvascular PODO, POD7 and P1D7 fractions. (A1) ABCB1 and ABCG2 are by far the
most expressed ABC transporters across the 3 cell population fractions. Results represent average
FPKM and are expressed and mean + SD (n = 6-8). (B) Comparison of the expression levels (FPKM)
between the different SLC transporters present in the brain microvascular POD0, POD7 and P1D7
fractions. (B1) SLC2A1, SLC7A5, SLC7A1, SLCO2B1, SLC3A2 and SLC38A5 are the most expressed
SLC transporters at PODO but are downregulated in vitro. Results represent average FPKM and are
expressed and mean + SD (1 = 6-8).
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Comparison of Brain Microvascular Endothelial Cells from 5 Brain Regions at POD7

No ABC transporter genes were found to be differentially expressed in the brain endothelium
from either brainstem, cerebellum, hippocampus, or striatum in comparison to that from brain cortex.
As in the cortical-derived brain endothelium, ABCG2, ABCB1, and ABCE1 were the most expressed
ABC transporters at the BBB from the analyzed four brain regions (Figure 5A). ABCG2 levels displayed
a tendency to be higher in the brainstem and striatum when opposed to those from cortex and
hippocampus. ABCA6 expression levels also showed trendily increased in hippocampus-derived
endothelial cells versus brain cortex, although with no statistical difference (>1.5-fold change, p > 0.05).
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Figure 5. Differences in the mRNA levels of ABC and SLC transporters in the brain endothelium from
brainstem, cerebellum, cortex, hippocampus and striatum. (A) Representation of the 10 ABC transporters
with highest transcript levels in BECs from across the 5 studies brain regions. Expression levels are
represented as average FPKM + SEM. (B) Representation of the 15 SLC transporters (typically at
plasmatic membrane, excludes SLC25A family, mitochondrial transporters) with highest transcript
levels in BECs from across the 5 studies brain regions. Expression levels are represented as average
FPKM =+ SEM. (C) Representation of the 6 SLC transporters for which there is a differential expression
(p < 0.05) in BECs cultivated from a given brain structure in comparison to another brain region.
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The 16 SLC transporters found to be differentially expressed across the endothelium from
the 5 brain structures are represented in Figure 5C. Among the SLC transporters with the highest
expression levels across the five studied structures are SLC2A1, SLCO2B1, SLC38A2, SLC3A2, SLC2A14,
and SLC20A1 (Figure 5B). Endothelial cells derived from the hippocampal BBB were shown to be
richer in SLC12A2 and SLC25A46 in comparison to cortex, but poorer in SLC5A3 (p < 0.05). Levels of
expression of SLC7A1 and SLC16A1 were found to be lower in BECs from both brainstem and striatum
in comparison to brain cortex, while levels of SLC11A2 were shown to be higher in brainstem vs. brain
cortex endothelial cells (p < 0.05).

Cerebellum-derived brain endothelial cell transcript levels of SLC3A2, SLC1A5, SLC7A1, SLC7A5,
SLC6A9, and SLCO4A1, although with no statistical value given its size sample (n = 2), showed to
be increased than those found in the brainstem, striatum, and hippocampal BBB. The expression of
other major SLC transporters in BECs, such as SLC7A11, SLC30A1, or SLC12A4, did not seem to differ
between the five studies brain structures.

3.4. Function of Transferrin Receptor-Mediated Transcytosis

Following puromycin purification in vitro during the PO selection, NHP-derived BECs at
P1 evidenced the formation of a tight monolayer, continuous and with growth inhibition at
confluence. NHP-derived BECs at P1 in monoculture or co-cultured with rat astrocytes were set in
culture for four (P1D4) or seven (P1D7) days for further molecular and functional characterization.
Paracellular permeability of the endothelial layer was also monitored through TEER measurement,
where monolayers in monoculture presented a maximal 140 Q-cm?, while brain endothelial monolayers
in co-culture with astrocytes evidenced a maximal TEER of 245 Q)-cm? (Figure 6A). The expression of
claudin5, ZO-1 and occludin proteins were found at the cell-cell junctions (Figure 6B). Time in culture
or co-culture with astrocytes represented no changes in the protein expression in P1D7 vs. P1D4
regarding claudin5, ZO-1, and occludin (Figure 6C), except for VE-cadherin (1.4-fold decrease found
by WB, p < 0.001, Figure 6C). TFRC-mediated transcytosis activity was Investig.igated by measuring
the transport of human holo-transferrin from the apical to the basolateral compartment (Figure 7A),
which showed to be significantly higher vs. Dextran 70 kDa, used as marker of paracellular passage
(8.2-fold, p < 0.001, Figure 7B). TFRC-mediated transcytosis activity was statistically no different
when NHP-BECs were co-cultured with or without astrocytes for seven days (P1D7). Similarly,
the RMT transport of an internally developed antibody against the human and cynomolgus TFRC,
was evaluated in the present model (co-culture with rat astrocytes, P1D4) vs. a control mouse IgG.
A 5.7-fold higher apparent permeability was found for the anti-TFRC antibody vs. control mouse IgG
(Figure 7C, p < 0.001). Taken together, these results indicate TFRC actively participates in RMT in the
BEC-derived model.
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Figure 6. Profiling of essential proteins for maintenance of a BBB phenotype and transport properties
in NHP-derived BECs. (A) TEER values registered across endothelial cells following several days
in monoculture (—A) or in co-culture with astrocytes (+A). Data are presented as mean values from
3 independent experiments, each containing 4-8 filter inserts. (B) Immunofluorescence staining of
several cell-cell junction proteins in BECs. Protein staining was obtained in the NHP-derived BBB
model at P1 following either 4 or 7 days in vitro (P1D4 and P1D7, respectively) in the absence of
primary rat astrocytes. (C) Relative protein expression of cell-cell junction and TFRC proteins in
BECs. Relative protein levels were obtained in the NHP-derived BBB model at P1 following either 4
or 7 days in vitro (P1D4 and P1D?7, respectively) in the absence or presence of primary rat astrocytes
(control and +Astrocytes, respectively) and were assessed by western blotting (levels normalized to
a-tubulin). Results are expressed and means of each group + SD (1 = 3 independent experiments);
p-values were obtained by One-way ANOVA with Dunnett’s multiple comparison test vs. Ctrl P1D4
groups, NS =p > 0.05, *=p < 0.05, ** = p < 0.01, ** = p < 0.001.
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Figure 7. Proof of concept of the use of the present NHP-derived BBB model for evaluation of the apical
to basolateral passage of selected molecules. (A) Schematic representation of the set-up of NHP-derived
BBB model. NHP-derived BECs at P1 are plated on the insert, and rat astrocytes are optionally plated
at the bottom of the well. Plating of rat primary astrocytes is performed 6 days before BECs are plated
onto collagen and fibronectin-coated membrane filter inserts. This model is used at P1 following either
4 or 7 days in vitro. At the beginning of the assay, test molecules (human holo-transferrin and dextran
70 kDa) were incubated apically for 4 h at 37 °C. After 4 h, media from the apical and basolateral
chambers were collected to assess paracellular flux (dextran 70 kDa) or transcytosis (transferrin).
Such molecules present in the media from the apical and basolateral chambers were quantified by
fluorescence or by IgG ELISA. (B) Permeability (107® cm min~!) from apical to basolateral passage of
human holo-Transferrin (Tf) versus Dextran 70 kDa measured in the NHP BBB model. This model
was used at P1 following either 4 or 7 days in vitro (P1D4 and P1D7, respectively) in the absence
or presence of primary rat astrocytes (control and + rat AC, respectively). Results are expressed as
mean + S.D. (n = 3 independent experiments, performed in triplicate or quadruplicate). p-values were
obtained by Two-way ANOVA with Sidak’s multiple comparisons test or One-way ANOVA with
Dunnett’s multiple comparison test vs. NHP EC P1D4 group. NS: no statistical significance = p > 0.05,
#* = p < 0.001. (C) Permeability (10~® cm min~') from apical to basolateral passage of an anti-TFRC
antibody versus a control mouse IgG measured in the NHP BBB model. This model was used at P1
following either 4 days in vitro in the presence of primary rat astrocytes. Results are expressed as
mean + S.D. (n = 3 independent experiments, performed in quadruplicate). p-values were obtained by
Student t-test NS: no statistical significance = p > 0.05, *** = p < 0.001.
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4. Discussion

Decades Investig.ed in the search of CNS-active drugs have proven the formidable challenge of
the BBB in the fight against diverse neurologic disorders. Primate studies may bring insights in the
human BBB-focused research, as rhesus monkeys share greater transcriptomic similarities with human
brains than mouse [83,84]. The NHP brain endothelium transcriptome is currently underrepresented,
hampering a clearer elucidation of the primate BBB [10,85]. The establishment of the NHP-derived BBB
model hereby presented constitutes a serious asset in comparison to cell line-based (hCMEC/D3, bEnd.3)
and primary BBB models: (1) the starting material obtained from one animal is considerably greater
and access to fresh post mortem tissue is much easier than for human, (2) BECs are obtained from
freshly isolated post-mortem material, and therefore the BBB molecular features are well-preserved,
(3) there is an evidently low variability between cultures from the same starting material, and (4)
considerable retention of endothelial characteristics after several days in culture and cellular passaging.
Furthermore, previous studies comparing isolated brain microvessels from rodents, primates and
humans have reported consistent similarities between NHPs and humans from a molecular and
pharmacokinetic standpoint, but significant differences have been retrieved between rodents and
humans [10,66,86], favorizing the use of NHP or human-derived over rodent-derived BBB models as
a tool in the prediction of CNS exposure of drugs and biologics in NHP and humans, as well as for
target validation of novel drug targets at the primate level. On the other hand, commercially available
human brain endothelial cells, such as hCMEC/D3 or human primary BECs, even though expressing
some typical endothelial cell markers, they are reported to (1) have very low levels of expression of
tight junctions, which are translated into low TEER values and relative high permeability towards
small tracer molecules indicating paracellular leakiness, and (2) present major differences in the SLC
and ABC transporter families and in diverse cell surface receptors, in comparison to freshly isolated
brain microvessels, which have direct consequences when assessing transport mechanisms in these
models [87]. As an alternatrive to the present model, PharmaCo-Cell Company has commercialized a
BBB model prepared from primary cultures of monkey (Macaca irus) brain capillary endothelial cells,
co-cultured with rat brain pericytes and astrocytes. However, its full characterization has not yet been
published, with little information on how cells are obtained, and the model established. This newly
generated dataset may therefore constitute a powerful tool for better understanding the BBB biology.

BECs constituting the BBB are in close contact with pericytes, encapsulated by the basement
membrane, and surrounded by astrocytic endfeet processes and other cell types like microglia and
neurons [88]. Consequently, the obtention of pure BECs, and thus of an accurate gene expression
data on the BBB constitutes a real challenge. In the present study, brain microvessel isolation from a
cynomolgus monkey brain was obtained through enzymatic digestion and gradient centrifugation,
which yielded a highly enriched fraction of microvascular endothelial cells, but yet contaminated
with pericyte, glial and circulating blood cell material. To eliminate any source of contamination,
the isolated fraction was set in vitro and BECs selected through further exposure to puromycin [89].

Previously published comparisons of BBB gene expression profiles from freshly isolated rodent
BECs versus primary cultures revealed evidence of dedifferentiation and/or down-regulation of BEC
qualities (i.e., reduced levels of tight junction proteins, transporters and receptors) [75,90,91]. This is
not surprising as cells cultivated in vitro are often at different stages of proliferation and differentiation.
Nevertheless, we were willing to accept such limitations, as using an in vitro BBB model may yield
some important insights into BEC response to external stimuli or stress, and for the prediction of
passage of biotherapeutics. Nonetheless, the presented model was not thoroughly characterized
at a molecular and functional level over P2, and therefore remains to be proven as an alternative
model for high-throughput testing. Some authors have claimed the maintenance of barrier function
properties, along with other phenotypic and cell purity properties in primary BECs following multiple
passages [92,93], as inferred from the analysis of junction proteins (ZO-1 and (3-catenin), endothelial
cell markers (GLUT-1, vWF), and TEER measurement. However, it is very likely that more than one
passage will be detrimental to the quality of the model, as documented in primary mouse models [94].
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A key BBB feature is the presence of tight junctions between adjacent endothelial cells [95],
where claudins (CLDN family), occludin (OCLN), and junctional adhesion molecules (JAMs) interact
with cytoplasmic adaptors, including zona occludens and cingulin (CGNL1), establishing a linkage to
the cytoskeleton and adherens junctions. In BECs, CLDN5 has shown to be the dominant CLDN family
member and critical for the barrier formation and function [96,97]. The transcriptomic analysis hereby
presented evidences CLDNS5 as the highest expressed tight junction element within the cynomolgus
brain vasculature, and likewise maintaining considerable high levels in vitro. A substantial expression
following sub-culturing in vitro is also seen for other tight junctions, such as TJP1, OCLN, JAMs,
and cadherins. The confirmation of protein expression of major tight junctions in our NHP-derived
BECs, and notably their morphological distribution at the cell-to-cell interaction further hallmarks
the tightness of the cell monolayer formed. Such results support that NHP-derived BECs maintain a
relevant level of differentiation, representative of the brain microvasculature in its physiological state.
The co-culture of BECs with astrocytes resulted in an increase on the average TEER measurements,
but not in the global expression of tight junction and transporter proteins, findings corroborated by
previous studies [98].

One of the most defining features of the BBB is the polarized expression of different transporters
at the brain microvascular endothelium. The two major ABC transporters known at the BBB, ABCG2
and ABCBI, confirmed the highest expression levels among the ABC transporter superfamily in the
NHP brain endothelium, a feature maintained in vitro, regardless of the downregulation observed
for both transporters. These findings are consistent with reported transcriptomic and proteomic
analyses [10,57,78], and evidence that ABCG2 greater expression over ABCB1 prevails among the
primate BBB. Our analysis also confirmed ABCC4 as the third major efflux transporter present at
the NHP BBB, corroborating previous studies [10,66,78]. The expression of several ABC transporters
has been demonstrated to be species-dependent, where similar protein levels are found among
rodents’ species, and among primates, but not from rodents to primates. The human [66], cynomolgus
monkey [10], and marmoset [86] BBB’s are estimated to present 3—4-fold lower levels of ABCB1
than the rodent BBB. Likewise, consistent results regarding the expression levels of ABCC4 at the
human and cynomolgus monkey BBB were also found [10,66], while the rodent BBB presents 5-8-fold
higher abcc4 levels than those at the human and NHP BBB. Consequently, extrapolation of the BBB
permeability obtained from rodent studies tends to underestimate the brain distribution of ABCB1 and
ABCCH4 substrates in human. In the present genomic analysis, we also identified the most abundant
SLC transporters present at the primate BBB-SLC2A1, SLC7A5, SLC7A1, and SLC3A2, SLCO2B]1,
and SLC38A5, confirming previous findings [75-78]. These transporters remain the most expressed
SLCs in vitro, except for SLC7A5 and SLC38A5 whose expressions considerably dropped in vitro.
Therefore, SLC7A5 modest expression might compromise LAT-1 heterodimer activity in this model.

Our present study was also dedicated to exploring eventual differences of the vascular tree across
regions of the brain, which is yet poorly addressed. In fact, regional specificities of the BBB have
been reported in disease, injury [99-102], and aging [103], but to the best of our knowledge no report
explores regional specificities of the BBB in the healthy brain. Given the circumventricular organs
of the brain (e.g., posterior pituitary gland, pineal gland, median eminence of the hypothalamus)
display a fenestrated endothelium with intercellular gaps [104], these were not included in the analyses.
The present data suggest a considerable overlap of the molecular signatures of the brain endothelium
obtained from the brainstem, cerebellum, cortex, hippocampus, and striatum, suggesting a rather
homogeneous structure of the BBB, and therefore of its role across these brain regions. Nonetheless,
these are important in the consolidation of our understanding regarding the heterogeneity of the BBB
and how it may regulate brain function.

We also evaluated this NHP-derived BBB model in terms of RMT. Up to this date, TFRC remains
the best validated RMT-mechanism allowing the enhancement brain exposure of biotherapeutics,
widely reported by independent research groups [31-35]. Our study identified a TFRC-mediated
transcytosis activity, as both transferrin and the anti-human/anti-cynomolgus TFRC were successfully
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transported from the apical to the basolateral compartment. Despite the downregulation of TFRC
mRNA expression levels from isolated brain capillaries to P1, substantial expression levels are kept,
which was also confirmed at protein level by WB. The present model presents improved tightness of the
cell monolayer in comparison to cell line models such as hCMEC/D3, which displays low TEER values
(~40 O-cm?, [3]) and for which an evaluation of the transcytosis of macromolecules across the model
may only be carried using the so-called pulse-chase assay [105]. On the other hand, iPSC-derived
BBB models have reported high TEER values (up to 2500 Q-cm?, [106]), close to the ones reported in a
physiological human BBB (~5000 Q-cm?, [107]), however their differentiation conditions need to be
carefully controlled to avoid an epithelial rather than endothelial phenotype [108,109]. In addition,
no report can be found demonstrating transcytosis of anti-TfR antibodies in iPSC-derived BBB models,
and comparable permeabilities for transferrin vs. human IgG have been shown [110].

The expression of other receptors participating in RMT was also confirmed by RNAseq in
the present NHP-derived BBB model. Nonetheless, most RMT mechanisms reported to-date are
ubiquitously expressed raising potential specificity and safety concerns. The identification of a novel
RMT mechanism that is specifically and highly expressed at the BBB would represent a considerable
asset in such competitive field, and the present transcriptomic analysis constitutes an important asset
in the pursuit of such achievement. In fact, this NHP model probably represents one of the most
adequate tools for the prediction of the human blood-to-brain permeability of macromolecules utilizing
RMT mechanisms.
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representations of the clathrin-mediated endocytosis and the caveolae-mediated endocytosis signaling pathways,
and downregulation/upregulation prediction profiles, Figure S4: Expression of ABC and SLC transporters across
PODO, POD7 and P1D?7 fractions, Figure S5: ABC and SLC transporters positively correlated with the expression of
PECAM1 across PODO0, POD7 and P1D7 NHP cortical samples.
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3.2 Approche transcriptomique via un consortium européen IMI COMPACT : Etude
d'ITM2A

Une fois nos modéles de BHE in vitro caractérisés, nous avons mis en place deux stratégies

différentes afin de trouver de nouveaux récepteurs spécifiques du cerveau capables de faire de la

transcytose avec des anticorps.

La premiére stratégie a découlé des résultats d’'un consortium européen IMI COMPACT dont un
des groupes de travail était consacré a l'étude de la BHE. Une analyse transcriptomique
comparative de cellules primaires commerciales endothéliales microvasculaires humaines issues
de cerveaux, de poumons et de foies a été réalisée. Pour I'analyse protéomique, les cellules ont été
cultivées, les protéines membranaires ont été biotinylées, extraites et analysées. lls ont cherché les
protéines transmembranaires avec une expression enrichie dans le cerveau par rapport au foie et
aux poumons. Sanofi a pris en charge l'étude de la cible ITM2A qui est une protéine

transmembranaire dont 'ARN est enrichi dans le cerveau.

Nous avons voulu vérifier si ITM2A pouvait étre un « cheval de Troie » pour faire de la transcytose
a travers la BHE. Ces travaux expérimentaux ont donné lieu a un article de recherche publié en

mars 2022 dans le journal « Fluids and Barriers of the CNS »
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Abstract

Background: Integral membrane protein 2A (ITM2A) is a transmembrane protein expressed in a variety of tissues; lit-
tle is known about its function, particularly in the brain. [TM2A was found to be highly enriched in human brain versus
peripheral endothelial cells by transcriptomic and proteomic studies conducted within the European Collaboration
on the Optimization of Macromolecular Pharmaceutical (COMPACT) Innovative Medicines Initiative (IMI) consortium.
Here, we report the work that was undertaken to determine whether ITM2A could represent a potential target for
delivering drugs to the brain.

Methods: A series of [TM2A constructs, cell lines and specific anti-human and mouse ITM2A antibodies were gener-
ated. Binding and internalization studies in Human Embryonic Kidney 293 (HEK293) cells overexpressing ITM2A and
in brain microvascular endothelial cells from mouse and non-human primate (NHP) were performed with these tools.
The best ITM2A antibody was evaluated in an in vitro human blood brain barrier (BBB) model and in an in vivo mouse
pharmacokinetic study to investigate its ability to cross the BBB.

Results: Antibodies specifically recognizing extracellular parts of ITM2A or tags inserted in its extracellular domain
showed selective binding and uptake in [TM2A-overexpressing cells. However, despite high RNA expression in mouse
and human microvessels, the ITM2A protein was rapidly downregulated when endothelial cells were grown in culture,
probably explaining why transcytosis could not be observed in vitro. An attempt to directly demonstrate in vivo
transcytosis in mice was inconclusive, using either a cross-reactive anti-ITM2A antibody or in vivo phage panning of
an anti-IlTM2A phage library.

Conclusions: The present work describes our efforts to explore the potential of ITM2A as a target mediating transcy-
tosis through the BBB, and highlights the multiple challenges linked to the identification of new brain delivery targets.
Our data provide evidence that antibodies against ITM2A are internalized in ITM2A-overexpressing HEK293 cells, and
that [TM2A is expressed in brain microvessels, but further investigations will be needed to demonstrate that [TM2A is
a potential target for brain delivery.

Keywords: Blood brain barrier, TM2A, Antibodies, Transcytosis

Background
Under normal physiological conditions, endothelial cells
form biological barriers that regulate exchanges and
maintain a low and selective permeability to fluid and
: solutes. The endothelial cells lining blood vessels in the
*Correspondence: celine.cegarra@sanofi.com brai like th f di ivheral blood 1
! Rare and Neurologic Diseases Research Therapeutic Area, Sanofi, Chilly rain, unlike those found in peripheral blood vessels, are
Mazarin, France extremely tightly packed, non-fenestrated and equipped
Full list of author information is available at the end of the article with many efflux systems. These brain endothelial cells
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are part of the blood brain barrier, which, with its net-
work of tight junctions, efflux pumps and specific
metabolic systems, is mostly permeable to very small
lipophilic compounds but actively prevents most mol-
ecules, in particular large or polar molecules such as
biotherapeutics and antibodies, from entering the brain
[1, 2]. As a consequence, there are few biologics in drug
development in therapeutic areas such as neurology,
oncology (e.g., central nervous system (CNS) lymphoma
or glioblastoma) or rare brain diseases. For instance, the
use of therapeutic antibodies for CNS disorders such
as Alzheimer’s, Parkinson’s, and Huntington’s diseases
or brain cancers has been very limited so far [3], largely
owing to the presence of the BBB. The biologics that are
on the market in neurology act peripherally (or else are
given intrathecally) [4]. Therefore, strategies to increase
brain exposure of biotherapeutics will be key to their suc-
cess in this field.

So far, the most successful strategy to deliver biothera-
peutics to the brain following systemic administration
has been to use a ligand or antibody against receptor-
mediated transcytosis (sometimes referred to as the “Tro-
jan horse’ approach). Several receptors such as insulin
[5], transferrin [6], lipoprotein-related proteins [7, 8], low
density lipoprotein [9] or Insulin-like Growth Factor 1
[10] receptors have been used in preclinical models and
in the clinic for the three first ones. The most advanced
results have been reported with the transferrin recep-
tor, with a few clinical candidates in development; one
of these, IZCARGO®, a fusion of an anti-TfR antibody
and iduronate sulfatase has been approved in Japan as an
enzyme replacement therapy for the treatment of muco-
polysaccharidosis [11, 12]. Several challenges however
remain in the field. One of them is linked to the fact that
all these receptors are ubiquitously expressed, leading
to exposure in other tissues than the brain, which could
potentially lead to pleiotropic and adverse effects. Dis-
covering brain-specific mechanisms remains the ultimate
unreached goal and is the active focus of current research
in this area.

Identifying endothelial cell-specific or enriched mem-
brane proteins is an essential first step towards facilitat-
ing drug delivery to specific organs. Two main workflows
have been described for the search of new mechanisms of
brain delivery. The first strategy relies on transcriptomic
and proteomic approaches from either brain microves-
sels or endothelial cells of human [40], cynomolgus mon-
key [41], bovine [42], rat [33, 43] or mouse [14, 44-47],
including human [34, 48-50] diseased brains. A sec-
ond approach is based on phenotypic in vitro or in vivo
screening of antibodies and peptide libraries displayed
in various formats including phage and yeast [51-53].
Only a few attempts have uncovered new brain delivery
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targets. Proteomics of rodent BECs have led to identi-
fying CD98 heavy chain (a solute carrier) and Basigin
(a matrix metalloprotease) along with the previously
known LDL Receptor Related Protein 1 (Lrpl) and Insu-
lin receptor (InsR). Phenotypic panning of naive lama
single-domain antibody phage display for binding and
internalization in primary human BEC versus primary
human lung endothelial cells led to the discovery of
FC5 and FC44 [52]. It was later shown that FC5 binds to
Cdc50A (energy-dependent clathrin endocytosis) [54].
Our approach combines both strategies.

Within the COMPACT IMI consortium (https://
www.imi.europa.eu/projects-results/project-factsheets/
compact) a collaborative effort aimed at understanding
biological differences among tissue barriers and devel-
oping drugs to target specific organs, a variety of prot-
eomic, MicroArray and RNA sequencing studies were
conducted using human primary endothelial cells from
brain, liver and lung [13]. The resulting over 60,000 RNAs
were then processed through several filters, downsizing
to mRNAs not detected at all in liver and/or lung or with
high differential levels in the brain, mRNAs with mostly
transmembrane expression, association to the BBB vas-
culature, expression and selectivity comparable between
rodents and humans and a high degree of conservation
between orthologs. Finally annotation of human tissue,
cell type and membrane localization using several public
databases led to a few mRNAs such as those correspond-
ing to basigin [14] and Low-density lipoprotein receptor-
related protein 8 (LRP8) [15], which had already been
identified as brain transport mechanisms, thus validating
the approach. ITM2A was among these mRNAs. ITM2A
had been identified in previous omics studies in rat [33,
34] and pig [35] BECs and reported to be specifically
expressed in brain endothelial cells. However, the func-
tion of the ITM2A protein remains largely unknown, and
it has never been characterized as a transporter in the
brain.

ITM2A (alias E25A or BRICD2A) is a 263-amino acid
protein with a single transmembrane domain [16]. Its
ubiquitous expression is high in thymus, where it was
shown to be an activation marker of thymocyte devel-
opment [17]. ITM2A is mainly believed to be associ-
ated with cell differentiation during myogenesis [18, 19],
chondrogenesis [20-24] and odontogenesis [25]. The
overall homology between mouse and human ITM2A
is more than 95% in the extracellular domain [26]. The
ITM2A protein has a motopsin-binding Brichos domain
within the C-terminal extracellular domain, but the sig-
nificance of this domain is poorly understood [27]. The
Brichos domains appear to bear a chaperone function
in different biological situations and has been shown to
bind amyloid fibrils [28]. The expression of ITM2A has
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recently been shown to negatively regulate autophagic
flux by inhibiting lysosomal function, through a physical
interaction with vacuolar Adenosyl Tri Phosphatase [29].

Transcriptional expression of Itm2a in mouse and
human brain has been reported to be homogenous in
all brain regions (Protein Atlas) and quite specific of
endothelial cells versus neurons, microglia, oligoden-
drocytes or astrocytes as shown in brain RNA-seq data-
bases: ITM2A mRNA quantification by RNA-seq from
http://www.brainrnaseq.org/ shows high levels in mouse
and human brain endothelial cells [30]. In fact, ITM2A is
commonly referred to as an endothelial cell-specific gene
[30]. An analysis of five human and murine cell type-spe-
cific transcriptome-wide RNA expression datasets gener-
ated within the past several years also identified ITM2A
as one of the top expressed genes in endothelial cells [31].
A recent single cell RNA-seq analysis of 20 organs in
mice also established the Itm2a gene as specific for brain
endothelial cells [32].

Two precedents point to an association of Itm2a with
the blood brain barrier. Jtm2a was identified as micro-
vasculature-specific through the screening of subtractive
cDNA libraries from rat brain capillaries versus kidney/
liver on one hand [33, 34] and from porcine brain and
aortic endothelial cells on the other hand [35]. In addi-
tion, the expression of ltm2a found in freshly isolated
porcine Brain Microvascular Endothelial Cells (BMECs)
was shown to be lost when these cells were grown in cul-
ture, similarly to some other known BBB markers [35].

ITM2A as an endothelial brain specific transmem-
brane protein has not been associated in the literature
with brain transcytosis or transport. The present report
describes the work we undertook to characterize ITM2A
and investigate the potential of targeting ITM2A to
enhance drug delivery to the CNS.

Materials and methods

Animals

Male and Female cynomolgus monkeys (Macaca fascicu-
laris) aged from 4.8 to 5.9 years were purchased from Le
Tamarinier and Noveprim Ltd. (Mahebourg, Mauritius).
Six animals were group-housed in aviaries or intercon-
nected mobile cages and two animals were individually
housed in interconnected mobile cages. Animals were
housed under controlled conditions (20-24 °C, 40-70%
humidity, 10-15 renewals per hour of filtered, non-recy-
cled air, 12-h light cycle) with free access to filtered tap
water and daily distribution of expanded diet (sodium
dodecyl sulfate SDS, France) and fruits or vegetables.
The animals from which brain microvessels were har-
vested had previously been used in pre-clinical studies;
they were submitted to a drug washout period of at least
1 month before euthanasia and brain collection.
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Male C57BL6/] mice aged from 6 to 8 weeks were pur-
chased from Charles River Laboratories (France).

Pregnant C57BL/6JRj mice were purchased from Jan-
vier Labs (France) between E10 and E12.

Upon arrival, mice were housed individually (for preg-
nant mice) or grouped (for male mice, 6 animals per
cage) in an enriched environment in a pathogen-free
facility at a constant temperature of 22+ 2 °C and humid-
ity (50£10%) on a 12-h light/dark cycle with ad libitum
access to food and water.

Male Wistar rats were purchased from Charles River
Laboratories (Germany). Upon arrival, rats were housed
individually in an enriched environment in a pathogen-
free facility at a constant temperature of 22+2 °C and
humidity (504+10%) on a 12-h light/dark cycle with
ad libitum access to food and water.

Isolation of brain microvessels from cynomolgus monkey
and rodent cortex

Brains from cynomolgus monkeys or rodents were col-
lected immediately following euthanasia and placed in
ice-cold Hibernate A medium (ThermoFisher). All sub-
sequent steps were performed at 4 °C and under a bio-
logical safety cabinet. Brain cortices were isolated and
placed in petri dishes containing ice-cold Hanks' Bal-
anced Salt solution HBSS. The meninges and the cortical
white matter were removed. The collected tissues were
transferred into a new sterile container with HBSS, finely
minced with a scalpel, and then pelleted by centrifuga-
tion (5 min at 600 g, 4 °C). The pellet was resuspended
in a collagenase/dispase solution (Roche, Meylan, France,
Collagenase 0.1 U/mL; Dispase 0.8 U/mL prepared in
(Ca*"/Mg®*)-free HBSS) containing type I DNAse at
20 U/mL and Tosyl-L-lysyl-chloromethane hydrochlo-
ride (TLCK) at 0.147 g/mL, and incubated at 37 °C for
60 min, under vigorous agitation. The digested tissue
was carefully homogenized, and centrifuged for 5 min
at 600g, 4 °C. The resultant pellet was resuspended in
HBSS containing 20% Bovine serum albumin (BSA) and
centrifuged at for 30 min at 2000g, 4 °C. The myelin ring-
containing supernatants were discarded, and the vessel-
containing pellet was resuspended and re-incubated in
the collagenase/dispase solution in presence of DNAse
and TLCK for 30 min at 37 °C (except for microvessels
from mice). This suspension was re-pelleted by centrifu-
gation 5 min at 600g, 4 °C, and the final pellet [named
passage 0 Day in vitro 0 (PODO) fraction from this point
onwards] was resuspended in endothelial cell medium
(endothelial basal medium EBM-2) supplemented with
endothelial cell growth medium micro vascular (EGM-2
MYV, Single Quots, Lonza, Basel, Switzerland) containing
3 g/mL puromycin, then seeded in pre-coated (collagen
IV 100 g/mL, fibronectin 10 g/mL, Sigma, Saint Quentin
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Fallavier, France) cell culture flasks, and incubated at
37 °C, 5% CO2 for 7 days. Every 2 days the cell medium
was changed; the puromycin concentration was low-
ered to 2 g/mL after 4 days, and subsequently removed.
Following 7 days of expansion at POD7, Brain Endothe-
lial Cells (BECs) from cortex were further singularized
and re-plated de novo for a further 7-day cell expansion
(P1D7).

Stable cell line generation

Plasmid constructs

Several human influenza  hemagglutinin  (HA)
human/ITM2A ¢cDNA with coding sequence NM_004867
and its variants were synthetically made by GeneART
and introduced in a PiggyBac® transposon mammalian
expression vector pBH 6450 with a Cytomegalovirus
(CMV) promoter. The HA tag was inserted at differ-
ent positions in the ITM2A sequence: at the NH2 or the
COOH side or in the Brichos domain; at the NH2 or the
COOH side of the Brichos domain or in the middle of this
domain, in order to potentially disrupt its function. Plas-
mids were named: pBH-h/TM2A HA NH2, pBH-hITM2A
HA COOH, pBH-hITM2A wild type (wt), pBH-hITM2A
Brichos HA COOH, pBH-h/TM2A Brichos HA NH2,
pBH-hITM2A4 Brichos HA mid.

Several Green Fluorescent Protein (GFP) ITM2A con-
structs with coding sequence: NM_004867 for human and
NM_008409 for mouse were introduced in pcDNA6.2"C-
Emerald (Em)GFP or pcDNA6.2""N-EmGFP expression
vectors with CMV promoter and blasticidin resistance.
The GFP tag was inserted at different positions in mouse
or human ITM2A sequences: at NH2 or COOH sides.
Plasmids were named: pcDNA6.2""N-EmGFP-hITM2A,
pcDNA6.2"'N-EmGFP-mltm2a, pcDNA6.2"'C-EmGFP-
hITM2A, pcDNA6.2"C-EmGFP-mlitm2a.

Cells and cloning

HEK293/CVCL_0045 cells were obtained from Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
(DSMZ). For thawing: cells were thawed rapidly in a
water bath at 37 °C, centrifuged at 900 g for 4 mn, and the
pellet was re-suspended in culture medium. Cells were
cultured in the following medium: Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (Gibco 21969; glutamine-free: selection
pressure for HA tag or Blasticidin 15 pg/mL: selection
pressure for GFP tag); 10% Foetal Calf Serum (Euro-
bio CVFSVFO06 heat inactivated Australian), 100 U/mL
Penicillin/Streptomycin Gibco 15140. At confluence, the
cells were rinsed with Phosphate-buffered saline (PBS)
(— Ca2+, — Mg2+), detached by enzymatic treatment
(Accutase Sigma A6964 or trypsin) at 37 °C for 3 mn,
centrifuged at 900g for 4 mn. The pellet was re-suspended
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in culture medium and diluted 1/10 in fresh medium for
seeding in new flasks.

Human Cerebral Microvascular Endothelial Cell
(hCMEC)/D3 cells were obtained from Cedarlane. Cells
were cultured in the “Cell biologics” medium supple-
mented with H1168.

Bend3 and Madin-Darby Canine Kidney (MDCK1)
cells were donated as a gift from Pr Gumbleton. Cells
were cultured in 90% DMEM+ GlutaMAX" with
high glucose and sodium pyruvate (Life Technolo-
gies—10,569,010), 10% Fetal Bovine Serum (FBS).

HEK293/CVCL_0045 cells were transfected with
pcDNA6.2"™-EmGEP or co-transfected with PiggyBac®
transposon expression vectors bearing wild-type or
variant ITM2A cDNAs and transposase plasmids 6209
(10:1) using Lipofectamine 2000%, following the manu-
facturer’s instructions. Transfections were performed at
50% confluence in 24-well plates with 500 ng of plasmid.
For stable transfections, clones were obtained by limit
dilution in 96-well plates with blasticidin selection for
pcDNA 6.2 or in glutamine-free media corresponding
to the glutamine synthase selection marker of pBH 6450.
Each individual cell was amplified in a 6-well plate, then
ITM2A expression was checked first by visual inspection
of the cells under a fluorescence microscope to detect
the GFP tag, then by Western Blot for all the ITM2A
constructs.

Antibody generation

Antigen preparation

The human and murine ITM2A extra-cellular domain
(ECD) gene sequence was synthesized and fused to a
human Fc in a mammalian expression vector. After prep-
aration of transfection-grade DNA, a transient trans-
fection of HEK293 cells was performed. After 7 days of
culture, the ITM2A-Fc containing culture supernatant
was isolated and purified by Protein A affinity chroma-
tography according to standard protocols. After buffer
exchange to PBS, the purified antigen was analyzed by
UV/VIS spectrometry and SDS-PAGE.

Antibody-phage selection

The target protein (ITM2A-human Fc) and negative
antigen (Protein N Standard, Siemens, QQIM13) were
immobilized onto the wells of an Enzyme-Linked Immu-
nosorbent Assay (ELISA) plate (Corning, 9018) for 1 h
at room temperature (RT) (1 ug each). After removal of
non-bound antigen, ELISA wells were blocked with a
2% BSA solution for 16 h at 4 °C. After washing of the
plates with PBS-T (PBS containing 0.05% Tween 20), the
antibody-phage library was added to the immobilized
negative antigen and incubated for 1 h at RT to remove
Fc specific or polyreactive antibody-phage. Additionally,
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5 pg Protein N Standard was added as soluble competi-
tor. Non-bound antibody-phage were recovered and
incubated on the immobilized target antigen for 2 h at
RT. Non-bound or weakly bound antibody-phage were
removed by washing with PBS-T (10x) before antigen-
specific phage were recovered by Trypsin (10 pg/mL)
elution for 30 min at 37 °C. The antibody-phage were res-
cued by infection of TGI cells (OD600=0.5) for 30 min
at 37 °C. After propagation of the cells for an additional
30 min at 37 °C and 500 rpm, ampicillin (100 pg/mL)
and glucose (100 mM) were added to the 2YT culture
medium. Bacterial propagation was continued for 1 h
at 37 °C and 500 rpm. Then, bacteria were co-infected
with M13K07 helper phage, incubated at 30 min at
37 °C followed by another incubation for 30 min, 37 °C
and 500 rpm. Double-infected bacteria were centrifuged
(4000g, 10 min) and the cell pellet was resuspended in
fresh 2YT, containing Ampicillin (100 pg/mL) and Kan-
amycin (50 pg/mL). For the amplification of antibody-
phage particles, the incubation was continued for 16 h at
30 °C. Then, the culture was centrifuged (4000g, 10 min)
and antibody-phage containing supernatant was recov-
ered and used for the next panning cycle. Three panning
cycles were performed in total. In each cycle, the number
of washing steps was increased (cycle 2: 20 x, Cycle 3:
30 x) to increase the stringency of the selection.

Antibody screening and sequence analysis

After the third panning cycle, the eluted phage were
used to infect XL.1 (OD600=0.5) for 30 min at 37 °C and
streaked out on 2YT agar plates, containing ampicillin
(100 pg/mL), glucose (100 mM) and tetracycline (20 pg/
mL). Incubation was continued at 37 °C until single
colonies were observed. Single clones were isolated and
transferred into 96-well plates, containing 2YT, ampi-
cillin (100 pg/mL), glucose (100 mM) and tetracycline
(20 pg/mL). The bacteria were cultured for 16 h at 37 °C
and 300 rpm. Then, 15 pL of the overnight cultures were
used to inoculate new 96-well plates, containing 2YT
medium, ampicillin (100 pg/mL), tetracycline (20 pg/
mL) and IPTG (50 uM). The bacteria were cultured for
16 h at 30 °C and 300 rpm. The cultures were centrifuged
(4000g, 10 min) and Single-Chain Variable Fragment
(scFv) containing supernatants recovered. The scFv con-
taining supernatants were used for antibody screening.
In brief, supernatants were diluted with a 2% BSA solu-
tion (in PBS, containing 0.05% Tween20), added to the
immobilized antigens in a 384 well ELISA plate (20 ng/
well) and incubated for 1 h at RT. After washing, bind-
ing of the scFv antibodies to human ITM2A-human Fc,
murine ITM2A-human Fc, Protein N Standard or BSA
was detected via a Myc-tag using a secondary horserad-
ish Peroxidase (HRP) conjugated antibody. The binding
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was quantified by TMB reaction and absorbance reading
at 450 nm. Target specific antibody clones were isolated,
and the DNA sequence of the respective scFv antibody
analyzed by Sanger sequencing.

Immunoglobulin G (IgG) expression

The VH and VL sequence of selected antibody clones
was amplified by PCR and cloned into mammalian IgG
expression vectors. After preparation of transfection-
grade DNA, a transient transfection of HEK293 cells was
performed. After 7 days of culture, the IgG containing
culture supernatant was isolated and purified by Protein
A affinity chromatography according to standard proto-
cols. After buffer exchange to PBS, purified antibodies
were analyzed by UV/VIS spectrometry, SDS-PAGE and
flow cytometry analysis for cell binding.

Transcriptomics

Transcriptome Sequencing (RNAseq) and mRNA
Expression Analysis were conducted within COMPACT
IMI (Li et al. [13]).

RNA samples for library preparation

As described previously by Chaves et al. [36], frozen cell
pellets from the cellular PODO, POD7 and P1D7 fractions
were lysed using QIAzol Lysis Reagent (Qiagen, #79306,
Courtaboeuf, France). Total RNA was then isolated from
the lysates on a QIAcube instrument (Qiagen) using the
Rneasy Mini QIAcube kit (Qiagen, #74116) and following
the manufacturer’s instructions. The RNA concentration
was determined using the Qubit RNA HS Assay Kit (Inv-
itrogen, #Q32852, Illkirch-Graenstaden, France) and the
quality and integrity was assessed on a Bioanalyzer 2100
(Agilent Technology, Les Ulis, France) with an Agilent
RNA 6000 nano kit (Agilent Technology, #5067-1511).

RNA sequencing (RNAseq)

As described previously by Chaves et al. [36], the RNAseq
libraries were prepared with 30 ng of input total RNA
using the NEBNext Ultra II Directional RNA Library
Prep Kit for Illumina (New England Biolabs, #E-7765S,
Evry-Courcouronnes, France) with the NEBNext rRNA
Depletion Kit (New England Biolabs, #E6310L) and fol-
lowing the manufacturer’s instructions. The libraries
were then paired-end sequenced (75 cycles x 2) on the
NovaSeq 6000 instrument (Illumina, Paris, France) using
the NovaSeq 6000 SP Reagent Kit (300 cycles; #20027465,
Illumina).

Reverse transcription quantitative polymerase chain reaction
(RTgPCR)

Cells or tissues were lysed with RLT buffer from Qia-
gen with 1% p-mercapto-ethanol according to the
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manufacturer’s instructions. mRNA was extracted
with Qiagen MiniKit followed by DNase step using the
Qiacube robot. Reverse Transcription was achieved
from 250 ng of mRNA with High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit from AppliedBiosystem (ref.
4,368,813). qPCR was performed from c¢DNA diluted
1/20 using QuantStudio 7 in 384 wells with the TagMan
system standard mode and following the manufacturer’s
instructions. Tagman primers and probes were from
Thermofisher scientific inventoried assay (ref. 4,331,182):
Itm2a: MmO00515208_m1; Actin: Mm01205647_gl;
glyceraldehyde-3-phosphate deshydrogenase (Gapdh)
Mm99999915_g1; Platelet endothelial cell adhesion mol-
ecule (Pecam) 1 Mm01242576_m1. Raw data were ana-
lyzed with QuantStudio™ Real-Time PCR software.

Proteomics

Immunocytochemistry

Cultured cells were fixed in 4% paraformaldehyde for
15 min, at RT, and subsequently permeabilized and
blocked in Odyssey LiCor Blocking Buffer containing
0.2% Triton X-100. Primary antibodies were incubated
overnight at 4 °C (anti-ITM2A polyclonal AF4876 and
14407-1-AP, monoclonal non-commercial provider
Yumab: Yu093-G04, Yul47-A01, Yul47-E02, Yul47-HO7,
anti-EmGFP A31852 or A11122, anti-HA 901509), and
appropriate secondary antibodies conjugated with Alexa
fluorophores (Invitrogen) and Hoechst 33432 (Invitro-
gen) for nuclei staining were subsequently used for 2 h
at RT. Images were acquired on a Perkin Elmer Operetta
CLS system.

Confocal imaging colocalization

Confocal microscope images were acquired with SP8
LEICA microscope, 40X objectives. For the acquisition
ITM2A was directly visualized by EmGFP 488. Orga-
nelles were stained with the following primary anti-
bodies: anti Lysosomal-associated membrane protein
1 (LAMP1) ab24170 for lysosome detection, anti-gian-
tin ab37266 for Golgi. Anti-organelle antibodies were
detected by staining with appropriate secondary anti-
body Alexa 633 goat anti mouse A21050 1/1000 or goat
anti rabbit A21070 1/1000.

Western blot

NHP-derived BEC were lysed using ice-cold radio-
immunoprecipitation assay (RIPA) or cell lysis buffer
containing protease inhibitor cocktail (ThermoFisher)
centrifuged at 15,000¢ for 15 min, and supernatant
fractions were collected. Samples were added to SDS
and loading buffer then denaturized by heat at 95 °C for
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5 min. Denaturized samples were loaded into 4—12%
Tris—Glycine SDS-page gels (Invitrogen), and left to
migrate for 1 h at 180 V. Samples were then transferred
onto polyvinylidene fluoride (PVDEF) or nitrocellulose
membranes using an iBlot 2 Dry Blotting System (Inv-
itrogen) on the PO program (20 V for 1 min, 23 V for
4 min, 25 V for 2 min). PVDF membranes were then
rinsed with Tris-buffered saline with 0.1% Tween 20
(TBST) and blocked for 1 h in 5% non-fat dry milk in
TBST (blocking buffer). Membranes were first probed
overnight at 4 °C with primary antibodies in blocking
buffer (anti-ITM2A polyclonal AF4876 and 18306-1-
AP, EmGFP A11122, anti-HA 901509, anti a-tubulin
T9026) and then probed with secondary antibodies
diluted in TBST for 1 h at RT (1:10,000 diluted HRP-
coupled goat anti-mouse IgG or goat anti-rabbit IgG,
GE Healthcare). Following secondary antibody incuba-
tion, membranes were rinsed thoroughly with TBST,
imaged using a LICOR Odyssey Imager and bands
quantified using Multi-Gauge v3.0.

Mass spectrometry

Post-mortem human brain samples (occipital cor-
tex, devoid of pathological findings) from three 69 to
79-year-old, male, non-demented, control donors were
obtained from external biological resource centers in
full accordance with legislation and ethical standards.
Microvessels were isolated as described above for mon-
keys. Tissues or cells were lysed in Preomics 2X buffer
then crushed gently with MACS Dissociator (Milte-
nyi Biotec, program Protein for 1 min). Samples were
centrifuged 10 min at 4000g, 4 °C, supernatants were
collected and diluted in 1X Preomics buffer. Benzo-
nase 1/100 was added and incubated 10 min a 95 °C,
1000 rpm. Samples were centrifuged 20 mn at 13000g
and supernatants were collected. Proteins were quan-
tified by spectrophotometry using the bicinchoninic
acid method and spectraMax i3x. 25 ug of protein
were digested on Preomics filter in 50 pL following
the manufacturer’s instructions for 3 h at 37 °C; after
evaporation, samples were diluted to 0.5 pg/pL in 50 pL
LC-Load buffer, vortexed and sonicated. Heavy pep-
tides were added to the sample solution to inject 5 fmol
of heavy peptides and 2 pg of proteins. Seven heavy
stable isotope labelling (SIL) peptides were spiked in
final digest prior to Parallel Reaction Monitoring-Mass
Spectrometry analysis on Q-Exactive HF /NanoRSLC
3500. From ITM2A_MOUSE Integral membrane pro-
tein 2A Q61500, spiked SIL peptides for detection were:
IAENTPTAVQK, NLVELFGK, EDLVAVEEIR, DLLL-
GFENK. Spiked SIL peptides used for hTFRC detection
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were: DSAQNSVIIVDK, LTVSNVLK, SGVGTALLLK,
AAAEVAGQFVIK, LTTDFGNAEK.

Transport assays

Internalization assay

HEK293 ITM2A cells were cultured on 96-well plates
coated with poly-L-lysine at 50,000 cells/well. After 24 h
cells were incubated for 1 h at 4 °C in culture medium
with 5 pg/mL of antibody (Anti ITM2A RandDsystem
AF4876, Yumab antibodies anti ITM2A Yul47-A01, E02
and HO7, Yu093-G04, GFP antibodies A31852 or A11122,
anti-HA 901509). Cells were washed with ice cold PBS
then incubated for 1 h at 37 °C or at 4 °C for control. Cells
were washed twice with ice-cold PBS, then for 2 mn with
acidic buffer (glacial acetic acid 1/167 in PBS, pH=2.5)
and finally twice with ice cold PBS. Cells were fixed and
stained as described above. Images were acquired with
Operetta High Content Screening (PerkinElmer) objec-
tive 40X water confocal mode.

In vitro transcytosis and permeability measurements
brainplotting models

All human samples were provided by Brainplotting
[37] (iPEPS, Institut du Cerveau et de la Moelle épin-
iere, Hopital Universitaire de la Pitié-Salpétriére, Paris,
France) in partnership with Sainte-Anne Hospital,
Paris (neurosurgeon Dr. Johan Pallud) and harvested
during tumor scheduled resection surgery with writ-
ten informed consent from the patients (authorization
number CODECOH DC-2014-2229). Human brain
microvessels were obtained from surgical resections of
one patient: a 35-year-old female suffering from a diffuse
oligo-astrocytic grade III glioma. Microvessels were iso-
lated from peritumoral or healthy brain tissue using an
enzymatic procedure [36] adapted from methods previ-
ously published for rats [38, 39]. Briefly, tissue samples
were carefully cleaned of meninges and excess blood;
then, an enzymatic mix was used to dissociate the tissues
and microvessels were isolated by retention on a 10 umM
mesh. Cells were cultured in EBM-2 medium (Lonza,
Basel, Switzerland) supplemented with 20% serum and
growth factors (Sigma) [38, 39]. After seeding brain
capillaries in petri dishes, brain primary microvascular
endothelial cells were amplified and seeded (P1D0) on
Transwell (Corning) with microporous membranes (pore
size: 0.4 mm) in monoculture.

Test (1 upg/mL of internal anti-human/cynomol-
gus Transferrin Receptor C (TFRC) antibody or anti-
ITM2A Yu093-G04) and control antibodies (1 pg/mL
mouse IgG, clone MG1-45, BioLegend) were added to
the upper chamber on the day adapted to the transport
assay defined by Brainplotting as a function of TEER val-
ues. Fresh endothelial cell medium with none of these
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compounds was added to the bottom chamber. Final ali-
quots from both chambers were taken 240 min follow-
ing incubation at 37 °C, 5% CO2. Compound levels in
the original solutions (t=0 min), and in the upper and
lower chambers (t=240 min) were determined by ELISA
(MESOQuickPlex SQ120, MesoScale Discovery, Rock-
ville, MD, USA). Apparent permeability (Papp) coeffi-
cients were calculated using the following formula:

Papp (cm/min) = [V / (A x Cluminal) x (Cabluminal/t)]

where V=volume of cell medium in the bottom cham-
ber (mL), A=surface area of the insert (cm?), Clumi-
nal=compound concentration loaded in the upper
chamber (uM), Cabluminal=compound concentration
measured in the bottom chamber (uM); t=time of the
assay (min).

ELISA immunoassay (in vitro and in vivo studies)

Standard 96-well sector plates (Meso Scale Discovery)
were coated with 0.5 pg/mL of Fab’2 anti-Human (709-
006-098 Jackson Immuno Research Labs) or anti-mouse
(MO0284 Sigma-Aldrich) IgG in PBS and then incubated
for 1 h under agitation at RT. After incubation, plates
were washed three times with PBS-Tween 0.05% (Calbio-
chem, 524653) and blocked for 1 h at RT with 0.1% BSA
solution (A7030, Sigma). After blocking the plates, sam-
ples collected in the transport assay and standards were
incubated on plates for 2 h at RT. After incubation, plates
were washed three times with PBS-Tween 0.05%, and
bound antibody was detected with SULFO-TAG conju-
gated goat anti-mouse antibody (R32AC-1, Meso Scale
Discovery) or goat anti-human antibody (R32A]J-1, Meso
Scale Discovery) using Tripropylamine containing read
buffer (R92TC-2, Meso Scale Discovery). Concentrations
were determined from the standard curve using a four-
parameter non-linear regression program (Discovery
Workbench version 4.0 software).

In vivo experiments

Mouse brain collection

Each mouse was anaesthetized in an isoflurane gas cham-
ber then perfused through the heart with Li-heparinate
solution at a final concentration of 20 U/mL in ster-
ile PBS, using 48 mL of perfusion solution delivered at
8 mL/mn. Brain samples were collected. Each mouse
was decapitated immediately after perfusion. The per-
fused brain was removed, cerebellum and brainstem were
separated and eliminated. Brain cortices were washed in
ice-cold PBS, collected in pre-weighed Precellys tubes
and stored immediately at — 80 °C or on dry ice until
use. Then, the pre-weighed hemispheres were thawed
and homogenized in 5 vol. (v/w) of brain lysis buffer (1%
NP-40 in PBS containing complete mini ethylene diamine
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tetra-acetic acid—free protease inhibitor cocktail tablets,
Pierce) using a bead homogenizer. Homogenized brain
samples were then gently agitated at 4 °C for 1 h before
centrifugation at 20,000¢ for 20 min.

Pharmacokinetic study in vivo in mouse

Five—ten mg/kg (35-70 nmol/kg) in a single dose of anti-
ITM2A (clone Yu093-G04) or control [anti-trinitrophenyl
(TNP), batch VA2-17-419-1, internal production] anti-
bodies were administered by intravenous caudal injection
into C57Bl/6 male mice weighing 20-25 g (n=3/con-
dition). 5 h post-injection, plasma and saline-perfused
brains were collected and antibody concentrations were
determined by ELISA as described above.

In vivo panning in mice

Yumab provided an amplified phage library to Sanofi.
First, a naive human antibody phage library was enriched
for antigen-specific antibodies against ITM2A proteins.
The antibody phage output was amplified and purified
by poly-ethylene glycol (PEG)/NaCl purification. Purified
antibody phages were directly used for the in vivo pan-
ning: 10'! antibody phage particles (~ 10 pl) were mixed
from each panning output. The antibody phage mix was
injected into the mouse. Brains were isolated after 1 h
and 24 h (2 x each). Brains were collected as described
above.

Antibody phages in the homogenate were used for
infection of E. coli. Bacteria were selected and used for
production of monoclonal scFv antibodies. About 800
clones were picked and screened by scFv in ELISA.

Statistical analysis

The statistical significance of differences between groups
was analyzed using GraphPad Prism v9.0.0 software
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA) and Ordinary
one-way Analysis of Variance (ANOVA) (non-paramet-
ric or mixed) with Dunnett’s multiple comparisons test,
Ordinary two-way ANOVA (mixed) with Sidak’s, Kruskal
Wallis or Mann—Whitney multiple comparison test or
unpaired t test (non-parametric). The application of these
statistical methods to specific experiments is noted in the
figure legends.

Results

Our strategy is outlined in Fig. 1A: the first objective was
to produce tools to study the mechanisms, cells overex-
pressing ITM2A and the extracellular domain of the pro-
tein to enable producing anti-ITM2A antibodies with
affinity for both human and mouse ITM2A. With these
antibodies, experiments measuring uptake, internali-
zation, and trafficking in either the above overexpress-
ing cells or in BECs provide the first filter. Subsequent
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evidence of transcytosis and in vivo brain pharmacoki-
netics would lead to final validation of ITM2A as a poten-
tial brain delivery target (Fig. 1A).

Generating cell lines overexpressing ITM2A

In the absence of available monoclonal antibodies, we
devised a strategy that could bring clues on the poten-
tial of this protein to carry biologics into the brain using
specific well-characterized cargos. To this end, we engi-
neered several constructs of human or murine ITM2A.
One plasmid, named wt, was designed with no tag, the
others bearing either an HA-tag (i.e., amino acids 98-106
of human influenza hemagglutinin glycoprotein) or a
GFP-tag at different positions, namely on the C-Termi-
nal (C-Ter) extracellular domain or on the N-Terminal
(N-Ter) intracellular domain of ITM2A; in addition,
the HA tags were positioned at three distinct locations
of the Brichos domain within the extracellular portion
(Table 1) to bring additional insight on the potential
position involved in internalization. We selected adher-
ent HEK293 cells since they are well suited for immuno-
fluorescence analyses and produced 10 clonal cell lines
by recombination with the various tagged or untagged
mouse or human plasmids displayed in Fig. 1B and
Table 1. Clones were obtained after limit dilution and
selection by either fluorescence and Western Blot for
GEFP tag or by Western Blot for HA tag and wt ITM2A
(Additional file 1).

Fluorescence visualization of ITM2A

After cell line validation for the ITM2A construct protein
expression by Western Blot (WB), cellular localization of
both human and mouse ITM2A was visualized by fluo-
rescence microscopy in cell lines using GFP fluorescence
(Fig. 1C). GFP fluorescence was detected in all N-Ter and
C-Ter constructs in HEK293 cells overexpressing either
human or mouse ITM2A.

Cellular localization of ITM2A

Aside from membrane localization, ITM2A was found
to be localized in the Golgi system of the overexpressing
HEK293 cells, as shown by co-localization with Giantin
(Fig. 1D). No ITM2A could be seen in the lysosomes as
shown by LAMP1 co-labeling (Fig. 1D).

Cell uptake of antibodies

With these cell lines in hand, we went on to evaluate their
capacity to uptake antibodies after binding with the pro-
tein, using several approaches.

First, we performed immunofluorescence studies on
HEK293 cells overexpressing human ITM2A with two
commercially available polyclonal antibodies against
extracellular epitopes of human ITM2A: AF4876 and
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Fig. 1 Validation of ITM2A as a potential brain delivery target and stable cell line generation. A Flowchart, go steps are highlighted with blue arrow,
no-go steps are highlighted with red arrow. B Human or mouse tagged ITM2A plasmid design. Each construct has intracellular domain (ICD) in
blue, transmembrane domain (TM) in yellow and extracellular domain (ECD) in green with Brichos domain; HA tag localization in red, GFP tag in
fluo green. C Human or mouse GFP tagged ITM2A expression in HEK293 cells; HEK293 cells are stably recombined with human or mouse ITM2A
with a GFP tag at different positions; GFP-tagged ITM2A is visualized in green, and nuclei are stained in blue by Hoechst. D Highlighting the ITM2A
colocalization in HEK293 human ITM2A N-Ter GFP cell compartments. Confocal images of N-Ter GFP ITM2A in green and anti-Giantin antibody
(ab37266) in red or anti-LAMP1 antibody (ab24170) in red. Yellow color indicates colocalization in the same focal plan, red and green colors indicate

Table 1 Engineered HEK293 cells overexpressing various tagged
or untagged human or mouse [TM2A

Mouse itm2a Human/TM2A

GFP tag HA tag GFP tag No tag
N-Ter N-Ter N-Ter wit
C-Ter C-Ter C-Ter

Brichos 1 C-Ter
Brichos 2 N-Ter
Brichos 3 Mid

14407-1-AP (Fig. 2A). The first one displayed mem-
brane labeling at 4 °C while the second one could not
be detected at 4 °C, possibly due to a lower affinity or
different behavior after acid washing (performed before
analysis). Both antibodies readily internalized at 37 °C
leading to punctate labelling, demonstrating active
uptake. The weaker signal observed with AF4876 on the
C-Ter GFP cell line could result from steric hindrance

of the GFP tag for antibody binding. The same results
were obtained using fluorescent anti-GFP antibod-
ies (A31852), or after detection of an unlabeled anti-
EmGFP antibody (A11122) with a secondary labeled
Alexa 647 anti-Fc rabbit antibody (Fig. 2C). In both
cases, very clear membrane labeling could be observed
at 4 °C followed by internalization at 37 °C with the
HEK293 cells overexpressing human and murine C-Ter
GFP ITM2A, but not N-Ter GFP ITM2A, confirm-
ing the need for the GFP tag to be extracellular for
recognition.

We generated analogous results in HEK293 cells with
anti HA antibodies (Fig. 2A), where clear internalization
could be observed when the label was in C-Ter, leading
to punctate labelling, confirming that ITM2A was func-
tional and able to internalize cargos such as antibodies
into cells.

Similar results were obtained with anti GFP antibod-
ies and mouse ITM2A GFP constructs in HEK293 cells
overexpressing mouse ITM2A with C-Ter and N-Ter
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GFP demonstrating functional internalization of mouse
ITM2A (Fig. 2D).

Production of monoclonal ITM2A antibodies

A campaign was launched in collaboration with Yumab
and the COMPACT IMI consortium to generate mouse/
human cross-reactive monoclonal antibodies. The genes
of the murine and human ITM2A ECD were synthesized
and fused to the human IgG1 Fc part on a mammalian
antigen expression vector. After transient transfection
of HEK293 cells, the ITM2A-Fc fusion proteins were
expressed, secreted by the cells into the culture medium
and purified. A total of four different antibody selections
were performed using two antibody libraries consist-
ing of human kappa or lambda antibodies, comprising
together a diversity of more than 10'° different antibody
sequences.

From 2304 clones tested for binding activity on the
murine and human ITM2A, 220 cross-reactive and 15
mouse-specific hits were identified. 19 cross-reactive
antibodies with unique sequences were selected, pro-
duced and purified as fully human IgG in HEK293 cells.
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Testing these antibodies on human ITM2A overexpress-
ing HEK293 cells revealed a low correlation between
binding to the recombinant protein and cell binding.
Four IgG antibodies did exhibit potent cell binding. These
antibodies could demonstrate binding and internaliza-
tion similar to those shown previously. For instance,
when HEK293 cells overexpressing wt, C-Ter or N-Ter
GFP-ITM2A were exposed to Yu093-G04, internaliza-
tion occurred readily at 37 °C (Fig. 2A). Similarly Yumab
Yul47-A01, Yul47-E02 et Yul47-HO7 and the control
AF4876 displayed binding at 4 °C to HEK293 cells. Upon
washing and warming to 37 °C they were internalized, as
evidenced by a punctiform labeling inside cells (Fig. 2B).

ITM2A expression in BECs
With antibodies demonstrating binding and uptake in
hand, our next step was to evaluate their capacity to per-
form transcytosis. Before testing our ITM2A antibodies
in models of transcytosis, we checked whether we could
find ITM2A expression in our BECs.

First, we assessed ITM2A mRNA levels in brain
endothelial primary cells and cell lines. mRNA levels were
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Fig. 3 ITM2A mRNA and protein detection in endothelial cells from different species. A ITM2A mRNA detection in monkey endothelial cells

from cortex analyzed with RNA-seq at different times of culture. PODO (blue) =fresh microvessels, POD7 (green) = endothelial cells after 1 week in
culture, P1D7 (magenta) = endothelial cells after 1 thawing then 1 week in culture. B Differences in the mRNA levels of [tm2a (orange) and CD31
(blue) in mouse endothelial bEnd.3 cells. Microvessels named PODO, primary cells selected by puromycin named POD7, primary cells selected by
CD31 4 named PODO CD31 + selected and POD7 CD31 + selected. Actin was used as a housekeeping gene. C Immunofluorescence staining of
mouse ITM2A protein in rodent endothelial cells with three ITM2A antibodies. D Immunofluorescence staining of hCMEC/D3 with TFRC and ITM2A
antibodies. Labelling is visualized with secondary anti-species Alexa 647 antibodies in red. Nuclei are labelled with Hoechst in blue
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rapidly lost when non-human primate brain endothelial
cells were grown in culture (Fig. 3A, cortex shown). Simi-
lar downregulation after culture was also observed in
mouse primary BECs (Fig. 3B). In comparison, cluster of
differentiation 31 (CD31), a specific marker of endothe-
lial cells, retained high expression throughout the culture.
This downregulation most certainly also explains why no
expression of mouse /tm2a could be found in bEnd.3 cell
lines (Fig. 3B).

Likewise, we could not detect endogenous ITM2A
protein in primary endothelial cells from brain cortex of
mouse or rats by immunolabelling compared to mouse
ITM2A overexpressing HEK293 cells which displayed
nice immunolabeling with anti-mouse ITM2A anti-
bodies (AF4876, 18306-1-AP and Yumab Yu093-G04).
(Fig. 3C). No signal or a non-specific signal was detected
in primary cells, in contrast to HEK293 cells overexpress-
ing ITM2A. Similarly, we could not detect endogenous
ITM2A protein in hCMEC/D3 by immunolabelling com-
pared to TERC, probably due to the downregulation of
ITM2A in culture (Fig. 3D). As immunolabelling showed
no signal for ITM2A, we checked the level of ITM2A by
WB using commercially available polyclonal antibody
AF4876 and as a control we evaluated the mouse ITM2A-
GEFP fusion in HEK293 cells using an anti GFP antibody.
The protein was well detected at the expected molecular
weight (MW) (30 kDa for ITM2A + 27 kDa for GFP) in
the HEK293 ITM2A-overexpressing cells but could not
be detected in mouse, rat or monkey primary endothelial
cells or astrocytes, nor could it be detected in other cell
lines (bEnd.3, MDCK1, hCMEC/D3) (Fig. 4A).

We checked itm2a mRNA expression in mice of dif-
ferent ages but could not see any marked difference.
Detectable expression [itm2a Cycle Threshold (Ct)=25
vs gapdh Ct=21] was present throughout post birth (P1)
to six weeks of age in the cortex of mice (Fig. 4D). How-
ever, when these brain fractions were analyzed by WB, no
band at 30 kDa could be identified (Fig. 4C).

Proteomic studies to quantify ITM2A

To clarify whether ITM2A protein was or not present
in the mouse, proteomic studies were conducted in
mouse cortex and muscle of newborn (P1 and P2) and
adult mice, along with freshly prepared astrocytes and
brain microvessels in comparison with HEK293 cells
overexpressing mouse ITM2A. By Liquid Chromatog-
raphy/ Mass Spectrometry (LC/MS), six endogenous
peptides belonging to C-Ter or N-Ter ITM2A were used
for detection and quantification. The results are shown
in Fig. 4E. While ITM2A was well detected in newborn
muscle samples and in brain microvessels, less [ITM2A
was detected in both newborn and adult cortex sam-
ples and in adult muscle samples and no ITM2A was
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detected in astrocytes. After quantification of ITM2A
in each sample, protein intensities were calculated by
averaging peptide intensity values (Fig. 4E). Newborn
cortex and muscle, brain microvessels and HEK293
cells overexpressing mITM2A averaged 0.1; 1.7; 0.6
and 3.6 fmol of ITM2A per pg of total protein content,
respectively. From these experiments, it was concluded
that ITM2A could be quantified in mouse brain and
muscle albeit to a much lower extent in adult muscle
and in cortex from newborn and adult. The protein was
higher in brain microvessels freshly isolated from adult
wild-type mice than in cortex homogenates, pointing to
endothelial cell enrichment. Levels of TFRC in mouse
brain microvessels were in the same range (0.8 fmol/
pg). These results suggest that WB conditions might
not have been sensitive enough to detect such levels of
ITM2A. This was verified by diluting lysates of HEK293
cells overexpressing mouse ITM2A. From the above-
determined levels of 3.6 fmol ITM2A/ug of protein
we determined that our limit of detection using West-
ern blotting (Additional file 4) was 7.2 fmol of ITM2A,
over ten-fold the levels found in brain microvessels.
Finally, ITM2A was quantified in human microvessels
and found to be four times lower than TFRC (ITM2A
0.11 fmol/pg of total protein vs TFRC 0.4 fmol/pg of
total protein, which could suggest lower transcytosis
efficacy (Fig. 4B).

In vitro transcytosis in human primary BBB model

As the ITM2A protein could be quantified, we decided to
study one of our anti-ITM2A antibodies in a transcyto-
sis model. Because of the strong ITM2A downregulation
in cultured cells, cell line derived models were excluded.
Even primary models which require a minimal culture
to access enough endothelial cells were ruled out as we
showed that in our NHP primary model ITM2A was
already strongly downregulated. Preparation of human
primary endothelial cells suitable for transcytosis was dif-
ficult owing to the challenge of obtaining very fresh post-
mortem human brains. We decided to turn to a human
primary BEC model prepared from freshly resected brain
tissue from glioblastoma or epilepsy surgeries provided
by Brainplotting.

The anti ITM2A Yu093-G04 antibody was evaluated in
the model. As illustrated in Fig. 5A, the antibody did not
perform better than a control antibody. In this model, an
anti-TFRC receptor antibody systematically performed
better than the control antibody. As shown in Fig. 5B,
controls such as P, control antibody, P,,, fluoresceine
and TEER measurement were not significatively differ-
ent in Transwell incubated with anti-ITM2A antibody
Yu093-G04 or with anti-TFRC antibody.
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In vivo mouse brain exposure of ITM2A antibodies

To finally conclude on the potential of this protein to
enhance brain exposure of antibodies, two in vivo mouse
experiments were conducted.

A single administration study in mice of the anti
ITM2A monoclonal antibody (mAb) Yu093-G04 versus a
control anti-TNP mAb was performed and levels of the
mAbs in brain and plasma after 5 h were determined by
ELISA. There was a weak (> two-fold) increase in brain

exposure of the anti-ITM2A mAb compared to the anti-
TNP (control) antibody (Fig. 5C).

In a second experiment, a naive human antibody-phage
library was enriched for antigen-specific antibodies
against ITM2A. The antibody-phage output was ampli-
fied and purified by PEG/N antibody purification. The
purified phage display library of more than 6 million
phages (panning campaign PC084, Strategy S1-1-10, pan-
ning rounds 3, diversity 6.3.10°, titer ~1.10'3 cfu/mL) anti
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ITM2A ScFv’s was used for in vivo panning and injected
in mice. Brains were isolated after 1 h and 24 h and the
brain homogenates were used to perform infection of E.
coli. Picking of ~800 clones, screening of scFv superna-
tant in ELISA and on cells did not allow to identify any
ITM2A phages in the brain.

Discussion

To investigate a putative transport mechanism for
ITM2A along with potential for delivering drugs to the
brain, we first developed cells overexpressing the protein
with the aim to determine its localization and to assess
binding and uptake of anti-ITM2A antibodies. At the
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start of this effort, we did not have access to monoclo-
nal anti-ITM2A antibodies. Several anti-ITM2A antibod-
ies were reported [17, 29] or commercially available but
most were polyclonal. We reasoned that engineering the
protein with GFP and HA tags at the C-Ter (extracellular
domain) position of the protein, could serve the double
purpose of visualizing its cellular localization using GFP
fluorescence and allow the study of binding and uptake
with antibodies against these tags. This strategy of tag-
ging a protein to circumvent the absence of monoclonal
antibodies has actually been reported for ITM2A and
has helped decipher its role in the hedgehog signalling
pathway [40]. Tags at the N-Ter were also engineered as
controls along with several positions within the extra-
cellular Brichos domain, toward bringing information
on the precise site involved in endocytosis. Exposure of
the cells to anti-GFP antibodies first allowed to confirm
ITM2A’s plasma membrane localization. Cellular locali-
zation of ITM2A has been looked at in a few cell systems
and shown at the plasma membrane, in large cytoplas-
mic vesicles, possibly endosomes, and in the Golgi sys-
tem [17]. In particular, cytosolic localization has been
reported in HEK293 cells overexpressing ITM2A where
the protein could be found colocalized with LAMP1 in
lysosomes [29]. We confirmed the presence of ITM2A in
the Golgi system but not in lysosomes in our colocaliza-
tion experiments using GFP tags. In addition to antibody
binding, HEK293 cells demonstrated nice uptake of anti
GFP or HA antibodies respectively. Both binding and
uptake were specific of cells overexpressing ITM2A pro-
teins bearing extracellular tags. The cells overexpressing
ITM2A proteins bearing intracellular tags did not lead to
binding or uptake with these antibodies, confirming that
this uptake was specifically linked to extracellular binding
to ITM2A. Internalization of receptors genetically engi-
neered with extracellular tags such as HA, cMyc, EGFP,
has been documented in the literature with some G-cou-
pled receptors [41], Transforming Growth Factor B [42]
or erythropoietin [43] receptors. However, this uptake is
far from systematic, and many antibodies do not inter-
nalize upon binding their antigen receptors as shown for
instance by Jacobsen et al., with an anti-Myc antibody
and myc-engineered GPR6 and [2-adrenergic receptors
[44]. The specific uptake of these antibodies upon bind-
ing to the extracellular part of the ITM2A protein was
interpreted as a positive signal and gave us the second
go for our validation flowchart. Monoclonal anti ITM2A
antibodies were later designed and generated using the
extracellular domain of ITM2A as antigen and the result-
ing antibodies confirmed the uptake seen previously.

Our next objective was to demonstrate that this uptake
could lead to transcytosis in polarized endothelial cells.
For this we needed a human or rodent transcytosis model
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overexpressing the protein, since our anti ITM2A anti-
bodies are cross-reactive. From the COMPACT IMI
consortium studies, it had been shown that the protein
could no longer be found after one cell passage. We show
here that ITM2A expression is strongly downregulated
in cultures of either non-human primate [36] or mouse
primary BEC’s (Fig. 3A, B) as is the case for several BBB
genes after cell line establishment or culture [45, 46] and
has already been shown specifically with ITM2A [35].

Most expression studies reported in the literature
about ITM2A are transcript-based. In humans, a sub-
stantial amount of the ITM2A transcript can be found
in the brain as detailed in databases such as Gtexpor-
tal, Stanford, GenCard or the Open Targets Platform.
In addition, according to Zhang et al. in humans, the
amount of /TM2A mRNA in endothelial cells was eval-
uated at 150 Fragments Per Kilobase Million (FPKM)
versus 23 FPKM for TFRC, a well-known transcytotic
receptor, while in total brain the two proteins accounted
for 2 FPKM. In mice, the amount of ITM2A mRNA was
evaluated at 2000 FPKM in endothelial cells against 800
FPKM for TFRC and respectively 80 and 60 FPKM in the
total brain for the two proteins [30].

Our own RNA-seq study in non-human primate
brain microvessels had shown intermediate expression
of ITM2A in cortex, hippocampus and septum (FPKM
9-16) and very low expression in liver [36]. By compari-
son in the same study, TFRC had shown a high expres-
sion (FPKM 75-125) in brain structures [36]. Mitsui [27]
reported that the ITM2A protein was strongly detected
in the lysates of mouse cerebral cortex between PO and
P10, and gradually decreased towards adulthood. Our
own experiments in mice from PO to 6 weeks of age
showed that their [tm2a mRNA content remains con-
stant throughout age. However, the ITM2A protein could
not be detected by WB in any of the samples, nor could it
be detected in mouse, rat or monkey primary endothelial
cells or astrocytes or in other cell lines (bEnd.3, MDCK1,
hCMEC/D3) as opposed to the HEK293 cells overex-
pressing ITM2A where a strong band could be seen
(Fig. 4A). The theoretical MW of ITM2A is of ~30 kDa
(Gencards or Proteintech) and it was reported that post
translational modifications lead to an apparent MW of
43 and 45 kDa, probably resulting from N-glycosylation
at amino acid position 166 [17]. However, no protein
could be detected around this MW either. Fluorescence
gave the same results with a strong signal for the HEK293
cells and no signal for endothelial rat or mouse cells or
hCMEC/D3 cells, confirming results from Masuda et al.
[47].

Using more sensitive proteomics, we were able to
measure the levels of ITM2A in mouse brain microves-
sels. These levels have been confirmed to be under the
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limit of detection of our WB conditions. Nevertheless, as
these levels were in the same range as the ones found for
TERC in the same study, we considered that it was worth
conducting a transcytosis experiment.

One of our monoclonal anti-ITM2A antibodies was
therefore evaluated in a model based on primary cul-
tures of human BMEC from BrainPlotting [37]. These
cells are prepared from fresh brains derived from surgi-
cal resections and are used after a very short time in cul-
ture, which could reduce the changes in phenotype seen
when these cells are cultured for longer durations. In this
model, a TFRC antibody reproducibly showed enhanced
apparent permeability versus a control antibody. How-
ever, when the ITM2A antibody was evaluated in the
same conditions, no difference in permeability versus
the control was observed (Papp ITM2A 0.97.10-6 versus
control 1.02.107® cm.min~ !). As we had no information
regarding the status of ITM2A levels in this model, we
could not clearly conclude on this experiment.

The area of predictivity of in vitro blood brain barrier
models is still a matter of intense research and debate.
Even if brain exposures of some antibodies have been
linked to their apparent permeabilities in in vitro tran-
scytosis models [48, 49], this was shown in cases where
in vitro and in vivo experiments were performed in the
same species as described by Stanimirovic et al. in rat
[48]. In vivo brain exposure, distribution and pharma-
cokinetics are dependent on a series of dynamic pro-
cesses, linked also to target engagement, localization and
cellular trafficking. All these would be difficult to recapit-
ulate in an in vitro model, and even more so for species-
to-species predictions where additional parameters such
as anatomy, capillary bed density, molecular composi-
tion, as well as the density of specific BBB transporters
[48] need to be considered.

To conclude about the potential of ITM2A to transport
antibodies to the brain, we used one of our specific anti
ITM2A antibodies directly in vivo to determine its brain
exposure in mice. When injected at 5 mg/Kg Yu093-G04
could be measured in brain parenchyma 5 h after injec-
tion with a two-fold higher level than a control antibody.
The brain/plasma ratios were not very different between
ITM2A and control antibodies (both around 0.3%). This
ratio was in the range of what is described in the literature
regarding brain/plasma ratio for antibodies with no mod-
ification to enhance brain delivery: 0.1% in the rat [50,
51] and 0.01% in primates [50-52].To further evaluate
if this modest brain exposure increase was mechanism-
related and to monitor an early time after injection (1 h),
we performed in vivo panning of a library of anti ITM2A
antibodies. A naive human antibody-phage library was
enriched for ITM2A specific antibodies against recombi-
nant protein ITM2A and the antibody-phage output was

Page 16 of 19

amplified and purified by PEG/NaCl purifications before
injection to a single mouse. The brain was harvested at
1 and 24 h after injection and the homogenates were
used for infection of E. coli. From this no hit was iden-
tified, suggesting that none of the antibody-phages were
able to specifically reach the brain parenchyma. Phages
are huge entities, and their barrier crossing might be
more difficult than isolated antibodies. In addition, our
anti-ITM2A antibody could be trapped in the vessels or
recycling [53]. Alternatively, the epitope recognized by
the antibody we selected for the in vivo study might not
be the one leading to transcytosis. To finally conclude on
the fate of anti-ITM2A antibodies after in vivo injection
and their potential to enhance brain exposure, several
antibodies recognizing distinct epitopes should be com-
pared, and the antibody levels measured in both paren-
chyma and vessels. Luminal expression is key for a brain
delivery mechanism. It would be important to analyze
luminal/abluminal localization of ITM2A. This could be
performed using in vivo biotinylation [54] or colocaliza-
tion experiments with PGP on mouse brain sections by
immunohistochemistry [55]. At this stage, we consid-
ered that the enhancement that could be obtained with
ITM2A was not at the level that could be of interest for a
potential application to a therapeutic project.

Conclusions

Our work combines transcriptomic profiling leading
to selecting ITM2A as a potential brain specific target,
with in vivo phage panning of an anti ITM2A phage
library. Our approach illustrates the complexity of such
an endeavor. Beyond the technical challenge of getting
access to pure human primary endothelial cells, highly
expressed proteins are often down regulated when
endothelial cells are grown in culture, making it dif-
ficult to study them in functional cellular models, and
human-mouse cross-reactive monoclonal antibodies
are necessary for validation in rodent models. In addi-
tion, potential targets might have different functions in
rodents and humans, although we have no indication
that this could be the case for ITM2A. ITM2A might
remain a valid target for enhancing the delivery of drugs
to the human brain but its validation might prove quite
complex.
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ylene glycol; PVDF: Polyvinylidene fluoride; RIPA: Radio-immunoprecipitation
assay; RT: Room temperature; RTQPCR: Reverse transcription quantitative
polymerase chain reaction; scFv: Single-chain variable fragment; SDS: Sodium
dodecyl sulfate; SIL: Stable isotope labelling; TBST: Tween tris-buffered saline;
TFRC: Transferrin receptor C; TLCK: Tosyl-L-lysyl-chloromethane hydrochloride;
TM: Transmembrane domain; TNP: Trinitrophenyl; WB: Western blot; Wt: Wild
type.
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Additional file 1: Figure S1. Clonal selection of stable HEK293 over-
expressing ITM2A. After fluorescence selection, better clones were
confirmed by Western Blot. Clones with higher expression and higher
luminescent signal were selected. Selected clones are circled in red. A
HEK293 ITM2A human C-Ter and Nter GFP clone selection. B HEK293
[TM2A murin Nter GFP clone selection. C HEK293 [TM2A murin C-Ter GFP
clone selection. D HEK293 ITM2A human C-Ter HA clone selection. E
HEK293 ITM2A human N-Ter HA and WT clone selection.

Additional file 2: Figure S2. Western Blot membrane of relative quan-
tification of ITM2A protein expression in different cells type. Signal was
detected by antibody anti-ITM2A AF4876 followed by HRP coupled anti-
sheep antibody. Then, luminescence was quantified.

Additional file 3: Figure S3. Western Blot membranes of [TM2A relative
quantification expression in new born mice. Signal was detected by
antibody anti-ITM2A AF4876. HEK293 ITM2A mouse GFP is used as control.
On the left a-tubulin T9026 detection on the right anti-lTM2A AF4876.
Detection with primary antibody was followed by HRP coupled with
appropriate antibody. Then, luminescence was quantified.

Additional file 4: Figure S4. Detection limit of mouse ITM2A by western
blot in HEK293 overexpressing mITM2A. Signal is quantified with Multi-
Gauge v3.0. Housekeeping protein is a-tubulin in orange and protein of
interest is ITM2A in blue.
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3.3 Approche par immunisation : Découverte d’'une nouvelle famille de récepteurs médiant
la transcytose : les intégrines
Nous avons utilisé une deuxieme stratégie pour trouver de nouveaux récepteurs capables de faire
de la transcytose. Nous avons immunisé des souris avec des cellules endothéliales
microvasculaires cérébrales afin d’obtenir une banque immune d’anticorps dirigés contre ces
cellules. Nous avons ensuite sélectionné les anticorps capables de faire de la transcytose dans nos
modéles de BHE décrits dans la partie 3.1 Cellules endothéliales et modeles de BHE in vitro. Puis
nous avons identifié les cibles de ces anticorps. La majorité des anticorps générés reconnait la
famille des intégrines. Nous avons essayé de comprendre quel mécanisme permettait la transcytose
de ces anticorps. Ces travaux expérimentaux font I'objet d’'un article de recherche qui est

actuellement soumis au journal « Plos one » et en cours d’évaluation.
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Abstract

Background: Increasing brain exposure of biotherapeutics is key to success in central nervous
system disease drug discovery. Accessing the brain parenchyma is especially difficult for large
polar molecules such as biotherapeutics and antibodies because of the blood-brain barrier.
We investigated a new immunization strategy to identify novel receptors mediating

transcytosis across the blood-brain barrier.

Method: We immunized mice with primary non-human primate brain microvascular endothelial
cells to obtain antibodies. These antibodies were screened for their capacity to bind and to be
internalized by primary non-human primate brain microvascular endothelial cells and Human
Cerebral Microvascular Endothelial Cell clone D3. They were further evaluated for their
transcytosis capabilities in three in vitro blood-brain barrier models. In parallel, their targets
were identified by two different methods and their pattern of binding to human tissue was

investigated using immunohistochemistry.



Results: 12 antibodies with unique sequence and internalization capacities were selected
amongst more than six hundred. Aside from one antibody targeting Activated Leukocyte Cell
Adhesion Molecule and one targeting Striatin3, most of the other antibodies recognized (31
integrin and its heterodimers. The antibody with the best transcytosis capabilities in all blood-
brain barrier in vitro models and with the best binding capacity was an anti-anf31 integrin. In
comparison, commercial anti-integrin antibodies performed poorly in transcytosis assays,
emphasizing the originality of the antibodies derived here. Immunohistochemistry studies

showed specific vascular staining on human and non-human primate tissues.

Conclusions: This transcytotic behavior has not previously been reported for anti-integrin
antibodies. Further studies should be undertaken to validate this new mechanism in vivo and

to evaluate its potential in brain delivery.

Keywords: Blood Brain Barrier, integrin, antibodies, transcytosis

Introduction

The barrier between brain tissues and circulating blood represents a major obstacle in the
treatment of central nervous system diseases such as neurodegenerative diseases or brain
cancers (1). The blood-brain barrier (BBB) is only permeable to very small lipophilic
compounds (3) and the challenge of crossing it to access the brain parenchyma is especially
acute for large polar molecules such as biotherapeutics and antibodies (2, 3). Following
systemic administration, the tissue to blood ratio of antibodies is generally in the range of 10

to 50% (4), whereas for the highly protected brain tissue this ratio is reported in the average



of 0.1% (5). Therefore, increasing brain exposure of biotherapeutics will be key to their

success in this field.

So far, the most successful strategy to carry biotherapeutics to the brain has been to use
antibodies against receptors such as transferrin (6) and insulin (7) (sometimes referred to as
the ‘Trojan horse’ approach). However, several challenges remain in the field. Specific
toxicities can be linked to the modulation of these receptors, as has been shown in the case
of Transferrin Receptor C (TFRC) (8-10) and Insulin Receptor (INSR) (7, 11). These receptors
are ubiquitously expressed and therefore effects and liabilities can be spread to several
organs and tissues. So far, no brain-specific receptor capable of mediating brain transcytosis

has been discovered.

Two main strategies have been used to identify novel mechanisms of brain receptor mediated
transcytosis (RMT) applicable to antibodies. The first one has often started with membrane
proteins known to be highly enriched in brain microvascular endothelial cells (BMECs).
Lipoprotein-related protein (LRP) (12, 13) and Low-Density Lipoprotein (LDL) (14) receptors
are respectively able to transport lactoferrin, melanotransferrin, tissue plasminogen activator,
B-amyloid precursor protein and LDL, ApoE proteins across the BBB. However, antibodies
against lipoprotein-related protein receptor LRP1R did not demonstrate brain exposure
enhancement (15), showing that this specific property is not shared by all transmembrane
proteins and, to our knowledge, no anti-LDLR antibody has demonstrated enhanced brain
exposure. In contrast, Insulin Growth Factor 1 Receptor (IGF1R) (16) has demonstrated this
ability to ferry antibodies to the brain. More recently, transcriptomic or proteomic differential

analyses have been carried out to identify new brain specific RMT mechanisms. This has



yielded proteins such as basigin, glucose transporter 1 (GLUT1) or cluster differentiation

(CD)98 (15, 17, 18); the latter demonstrated efficient delivery of an antibody to the brain.

A second strategy, to identify new brain specific RMT mechanisms, is to screen phage libraries
of peptides or antibodies or fragments on a functional assay, either binding to BMECs or
transcytosis. The most prominent example of this strategy is the identification of the FC5 and
FC44 single domain antibodies from screening a phage display naive library, where two
distinct sequences named FC5 and FC44 were identified (19-23). FC5 was deorphaned and

the target shown to be an a (2,3) sialoglycoprotein (21, 24-27).

Using immune libraries should increase the probability of finding a brain specific target. Even
though some precedents can be found in the field of oncology, based on immunization with
tumoral cells (28), human epithelial carcinoma cells (29) or glioma cells (30, 31), no application
to brain delivery had been reported. At the time we submitted our article, a lamprey
immunization with murine brain microvessels plasma membranes with the aim of discovering
new brain targeting receptors was published by J.M. Lajoie et al (32). The first goal of the
present report is to describe such an approach of generating an immune library from
immunized mice and screening the resulting antibodies based on binding, internalization and

finally transcytosis.

Aiming to generate human antibodies against specific brain microvascular membrane
proteins, we therefore immunized Trianni Mouse® with fresh primary non-human primate
(NHP) BMECs. The resulting antibodies were successively selected for their binding and
uptake on BMECs and Human Cerebral Microvascular Endothelial Cell clone D3

(hCMEC/D3), leading to candidates that were further analyzed in three in vitro models of



transcytosis. Among the handful of antibodies that underwent transcytosis, nine were
identified as anti-integrin 1 antibodies. Although peptidic ligands of integrins have been
occasionally associated with brain exposure enhancement in the context of nanopatrticles, this
family of proteins has not been shown to enhance brain exposure of antibodies. Thus, a
second objective of the present work has been to investigate the link between the various
parameters such as affinity, a and 3 subunit specificity, functional activity of the monoclonal

antibodies and transcytosis in order to select the best candidate for in vivo validation.

Materials and Methods

Proteins, reagents, cell lines

Recombinant integrin proteins were purchased from OriGene for human monomer a3, a5 and
B1 (tp320975, tp301151 and tp303818), from GeneTex for human monomer a4 (GTX48181),
from R&D Systems for human and mouse dimer a331, a4B1 and a5p1 (2840-a3, 3230-a5,
5668-a4, 7728-a5, 9374-a3) for human ALCAM 656-AL, from Sino Biological for human a5p1

(CT-014-H2508H), from Abcam for Striatin3 (ab162295)

Antibodies were purchased from antibodies-online (natalizumab ABIN5668196), from Abcam
(Anti-VE Cadherin ab33168), from BD Biosciences (553715), from BioLegend (343802 and
MFRS 103801), from Interchim (DCABH-8217), from Invitrogen (14-0299-82, MA5-17103,
MA1-25298), from Millipore (MABT409, MABT199, MAB2079Z) from Novus Biological (NBP2-

52708), from Proteintech (66070-1-1g), from R&DSystems (MAB1345), from Sigma-Aldrich



(MAB1965), from ThermoFisher Scientific (Anti-ZO-1 #61-7300; Anti-Occludin #33-1500; all

other antibodies were produced in-house by Sanofi Biological Research.

hCMEC/D3 cells were obtained from Cedarlane. Cells were cultured in the “Cell biologics”
medium supplemented with H1168. PC3 were obtained from DSMZ (ACC465). Cells were
cultured in 45% Ham's F12 + 45% RPMI 1640 + 10% FBS. These human cells are growing

adherently in monolayers.

Animals

Experiments were performed at Sanofi in our Association for Assessment and Accreditation
of Laboratory Animal Care (AAALAC)-accredited facilities in full compliance with standards for
the care and use of laboratory animals, according to the French and European Community
(Directive 2010/63/EU) legislation. All procedures were approved by the local animal ethics
committees (Ethical Committee on Animal Experimentation [CEEA] #24 and #21), of Sanofi,
Vitry-Alfortville and Chilly Mazarin Research Centers, France, and the French Ministry for

Research.

Male and female Macaca fascicularis non-human primates (NHPs) were purchased from Le
Tamarinier and Noveprim Ltd. (Mahebourg, Mauritius). They were aged from 4.8 to 5.9 years.
Animals were group-housed in aviaries or interconnected mobile cages. They were housed
under controlled conditions (20-24 °C, 40—-70% humidity, 10—15 renewals per hour of filtered,
non-recycled air, 12-h light cycle) with free access to filtered tap water and daily distribution
of expanded diet and fruits or vegetables. Animals from which brain microvessels were
harvested had previously been used in pre-clinical studies; they were submitted to a drug

washout period of at least 1 month before euthanasia and brain collection. Animals were



deeply anesthetized with Zoletil 50 (0.2 ml/kg IM) followed by administration of pentobarbital

(0.15 ml/lg 1IV). Animals were sacrificed by exsanguination then brain was collected.

Pregnant Sprague-Dawley rats were purchased from Janvier Labs (France) between E10 and
E12. Upon arrival, rats were housed individually in an enriched environment in a pathogen-
free facility at a constant temperature of 22 + 2 °C and humidity (50 £ 10%) on a 12-h light/dark
cycle with ad libitum access to food and water. Animals were anesthetized with isoflurane and

sacrificed by guillotine then brain was collected.

Immunizations of TRIANNI Mouse® (San Francisco, CA, USA) were performed at Sanofi
(Vitry-sur-Seine, France) and overseen by a licensed veterinarian. Institutional Animal Care
and Use approval was obtained by the CEPAL committee (procedure #PEA 2012-0077).
TRIANNI Mouse® were housed in an enriched environment in a pathogen-free facility at a
constant temperature of 22 + 2 °C and humidity (50 + 10%) on a 12-h light/dark cycle with

ad libitum access to food and water.

Primary cell production

Isolation of Brain Microvessels from NHP Cortex

Brains from NHPs were collected shortly after euthanasia in ice-cold Hibernate A medium
(Thermo Fisher Scientific). All subsequent steps were performed at 4°C and under a biological
safety cabinet. Brain cortex was isolated and placed in petri dishes containing ice-cold Hanks'
Balanced Salt Solution (HBSS). The meninges and the cortical white matter were removed.
The collected tissues were transferred into a new sterile container with HBSS, finely minced
with a scalpel, and then pelleted by centrifugation (56 min at 600 g, 4°C). The pellet was

resuspended in a collagenase/dispase® solution (Roche, Meylan, France, Collagenase 0.1
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U/mL; Dispase 0.8 U/mL prepared in Ca?*/Mg?* free HBSS) containing type | DNAse at 20
U/mL and TLCK at 0.147 pug/mL, and incubated at 37°C for 60 min, under vigorous agitation.
The digested tissue was carefully homogenized, and centrifuged for 5 min at 600 g, 4°C. The
resultant pellet was resuspended in HBSS containing 20% Bovine Serum Albumin (BSA) and
centrifuged for 30 min at 2000 g, 4°C. The myelin ring-containing supernatants were
discarded, and the vessel-containing pellet was resuspended and re-incubated in the
collagenase/dispase® solution in presence of DNAse and TLCK for 30 min at 37°C. This
suspension was re-pelleted by centrifugation (5 min at 600 g, 4°C), and the final pellet (named
PODO fraction from this point onwards) was resuspended in endothelial basal medium (EBM)-
2 supplemented with Kit EGM-2 MV SingleQuots (Lonza, Basel, Switzerland) containing 3
pug/mL puromycin, seeded in pre-coated (collagen IV 100 pg/mL, fibronectin 10 pg/mL, Sigma,
Saint Quentin Fallavier, France) cell culture flasks, and incubated at 37°C under 5% COz2 for
7 days. Every two days the cell medium was changed and the supplemented puromycin
concentration lowered to 2 pg/mL, and subsequently removed. Following seven days of
expansion, at POD7, BMECs from cortex were further singularized and re-plated de novo for

an additional seven-day cell expansion (P1D7).

Isolation of brain microvessels from human brain

All human brain samples were obtained from The Netherlands Brain Bank (NBB), Netherlands
Institute for Neuroscience, Amsterdam (open access: www.brainbank.nl). All Material has
been collected from donors from whom a written informed consent for brain autopsy and the
use of the material and clinical information for research purposes had been obtained by the
NBB. Human brain samples were preserved in Hibernate A (Gibco™ A1247501) medium

during transport a 4°C and microvessels were isolated as described above for NHP brain



samples. All experiments were conducted in a biosafety level 2 laboratory by trained

personnel.

Cell preparation for Brainplotting™ models

Human tissue was provided by Brainplotting™ (iPEPS, Institut du Cerveau et de la Moelle
épiniere, Hopital Universitaire de la Pitié-Salpétriere, Paris, France) in partnership with Sainte-
Anne Hospital, Paris (neurosurgeon Dr. Johan Pallud) and harvested during scheduled tumor
resection surgeries with written informed consent from the patients (authorization number
CODECOH DC-2014-2229). Human brain microvessels were obtained from surgical
resections of several patients with diffuse oligoastrocytic glioma. Microvessels were isolated
from healthy peritumoral brain tissue using an enzymatic procedure (33) adapting methods
previously published for rats (34, 35). Briefly, tissue samples were carefully cleaned from
meninges and excess of blood; then, an enzymatic mix was used to dissociate the tissues and
microvessels were isolated by retention on a 10 um mesh. Cells were cultured in EBM-2
medium (Lonza, Basel, Switzerland) supplemented with 20% serum and growth factors
(Sigma) (34, 35). After seeding brain capillaries in petri dishes, primary BMECs were amplified
and seeded (P1) on Transwell® (Corning) with microporous membranes (pore size: 0.4 ym)
in monoculture. After transcytosis assays, cells could be fixed with ethanol for

immunostaining.

Cell preparation for PharmaCo-Cell® BBB model

Cells were prepared following the instructions of the ready-to-use MBT24h NHP BBB kit
(PharmaCo-Cell®). Briefly, the triculture BBB model with NHP BMECs, pericytes and

astrocytes was thawed in warmed medium provided in the kit. After 1h and then 24h the
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medium was changed. Trans-endothelial electrical resistance (TEER) was measured 4 days

after thawing and transcytosis assays performed 1 day later.

Co-Culture Experiments

NHP BMECs were seeded onto 12-well plate Transwell® (Corning Transwell® 3401
polycarbonate filters, 0.4 ym pore diameter; 1.12 cm?, Corning, Sigma), previously coated
with collagen IV/fibronectin (Sigma) at a density of 60,000 cells/well in supplemented EBM-2
medium. Immediately following plating, BMEC-coated Transwell® were then placed into
plates with either no other cell type (monoculture), or with rat primary astrocytes (80,000
cells/well) plated onto the bottom of the plate 4 days before, in MEMa/F12 cell medium (1:1),
10% FBS, 1% PSN and 5 ng/mL BFGF. Astrocytes were isolated from brains of E18 rat
embryos then frozen after one week in culture. All transcytosis experiments were conducted

following 4 days or 7 days and in monoculture or co-culture with astrocytes.

Resistance Measurements

TEER was measured following the culture of BMECs onto Transwell® filters. Resistance was
recorded using an EVOM2 epithelial voltohmmeter coupled to a cell culture cup chamber
(ENDOHM-12G) (World Precision Instruments, Hitchin, Hertfordshire, United Kingdom).
TEER values are presented as Q. cm? following subtraction of an un-seeded Transwell® and
multiplication by 1.12 cm? to account for the surface area (33). TEER measurements were
taken three independent times on each sample and at least on triplicate filters for each

experimental condition.
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Immunofluorescence

Cultured cells were fixed in 4% paraformaldehyde for 15 min, at RT, and subsequently
permeabilized and blocked in Odyssey LiCor Blocking Buffer containing 0.2% Triton X-100.
Primary antibodies were incubated overnight at 4°C and appropriate secondary antibodies
conjugated with Alexa fluorophores (Invitrogen) and Hoechst 33432 (Invitrogen) for nuclei
staining were subsequently used for 2h at RT. Images were acquired on a Perkin Elmer

Operetta CLS system.

RNA Sequencing

As described in Chaves et al (33), the RNAseq libraries were prepared with 30 ng of input
total RNA using the NEB Next Ultra Il Directional RNA Library Prep Kit for Illumina (New
England Biolabs, #E-7765S) with the NEB Next rRNA Depletion Kit (New England Biolabs,
#E6310L) and following the manufacturer’s instructions. The libraries were then paired end
sequenced (75 cyclesx2) on the NovaSeq 6000 instrument (lllumina) using the NovaSeq 6000
SP Reagent Kit (300 cycles; #20027465, lllumina). RNA-seq data analysis was performed
using ArrayStudio (Qiagen). Briefly, raw data QC is performed then a filtering step is applied
to remove reads corresponding to rRNAs as well as reads having low quality score or shorter
than 25 nt. Reads were further mapped to the Cyno Washington University 2013 genome,
based on the contigs assembled from a WGS project submitted by Washington University in
2013, using OSA4 (Omicsoft Sequence Aligner, version 4, Qiagen) and quantified using
Ensembl. R94 model of transcriptome, paired reads were counted at gene level. Differential
analysis of gene expression was performed at gene level using DESeq2. The variable
multiplicity was taken into account and false discovery rate adjusted p-values calculated with

the Benjamini-Hochberg correction. Functional analysis of differentially expressed genes was
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performed using IPA (Qiagen). Gene Set Enrichment analysis was performed using Ingenuity
and GSEA software. High-throughput sequence data are available on the Gene Expression
Omnibus under the GSE154901 accession number. Read depth from RNAseq was counted
as fragments per kilobase per million mapped fragments (FPKM). FPKM read counts were
obtained for each BEC fraction (PODO, POD7). A minimum of 1 FKPM in at least half of the
observations per group, and in at least one of the groups, was required for a gene to be

considered as expressed and included in the analysis.

Antibody generation

Mouse immunization and hybridoma selection

The Trianni Mouse® is a C57BL/6 strain that transgenically expresses a complete repertoire
of fully human immunoglobulin G (IgG) and immunoglobulin kappa (IgK) V(D)J genes, but
retains mouse regulatory genomic sequences (36). The Repetitive Immunization at Multiple
Sites (RIMMS) method was used as described by Kilpatrick et al. (37). In this approach, 6-8-
week-old female mice each received four rounds of subcutaneous injections of 106 NHP
primary BMECs per animal over a course of 14 days at intervals of 3-4 days. Cells emulsified
in Titermax’s adjuvant (TiterMax® Gold Adjuvant; Sigma #T2684) were administered
subcutaneously to six sites proximal to draining lymph nodes, along the back of the mice and
to six juxtaposed sites along the abdomen. Four days after the last injection, mice were
sacrificed. Bilateral popliteal, superficial inguinal, axillary, and branchial lymph nodes were
isolated for antibody generation. B cells were isolated from the lymph.

Single-cell suspension was fused with P3X63-AG8.653 myeloma cells using the polyethylene

glycol fusion method (38). After incubation at 37°C for 16-24 hours, the resulting cell
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preparation was transferred into selective semi-solid medium, plated out into Petri plates and
incubated at 37°C. Ten days after initiation of selection, isolated hybridoma colonies were

picked and amplified using ClonePix™ 2 Mammalian Colony Picker.

VH/VL sequence retrieval and monoclonal antibody production

Paired VH/VL genes were retrieved from 100 clonal cells by RT-PCR and sequenced using a
protocol similar to the one described in Tiller et al. (39).

Nucleic acid sequences coding for the antibody heavy or light chains were cloned into
mammalian expression plasmids under the CMV enhancer/promoter and the SV40 polyA
signal. Resulting plasmids were transfected into Human Embryonic Kidney (HEK) 293 cells
(Thermo Fisher Scientific; K9000-10) using FreeStyle™ MAX 293 Expression System
according to the manufacturer’s instructions. Monoclonal antibodies were produced at 30 mL
scale, purified by protein A affinity chromatography and stored in Phosphate-Buffered Saline

(PBS) after desalting on mini trap Sephadex G-25 column.

Antibody characterization by flow cytometry and internalization

Flow cytometry

The apparent affinity ECso of the antibodies to NHP BMEC primary cells and hCMEC/D3 cell
line was measured by flow cytometry. Cells were plated at 100 000 cells/well on 96-well plates
(Falcon; 353910) and 100 uL/well of antibody was added in 2-fold serial dilutions starting at
300 pg/mL up to 12 dilutions in assay diluent for 20 min at 4°C and washed twice in PBS with
1% BSA. Binding of the antibodies was detected by 100 pL/well of Alexa Fluor® 488
conjugated goat anti-human 1gG (Jackson Immunoresearch; #109-545-098) for 15 min at 4°C
and then washed twice in PBS with 1% BSA. The antibody apparent affinity ECso, is the half

14



maximal effective concentration representing the apparent affinity of the antibody to its target.
ECso was evaluated after centrifugation and resuspension of cells by adding 150 uL/well of
PBS with 1% BSA and read using Guava® easyCyte 8HT Flow Cytometry 5 System. ECso
values were estimated using the 4-parameter logistic model according to Ratkowsky and
Reedy (40). The adjustment was obtained by nonlinear regression using the Levenberg-

Marquardt algorithm in SAS© software.

Antibody binding capacity (ABC)
Levels of receptor density were determined by flow cytometry using Biocytex Human IgG
Calibrator kit (# CP010) in hCMEC/D3. Briefly, a primary antibody was used at 10 pg/ml for
detecting surface receptors on each cell line using the manufacturer’s protocol. Surface

densities were calculated using Biocytex kit calibration standards and formulation provided by

the Kkit.

Internalization

An ImageStreamX Mark Il multispectral imaging flow cytometer (Luminex Corp.) was used to
monitor the internalization of the antibodies following binding to hCMEC/D3 cell line and NHP
BMECs. Viable cells (4x10* cells) were seeded into wells of 6-well plates and incubated with
5 pug/mL of monoclonal antibodies for 18 hours at 37°C under 5% COz or 1 hour at 4°C in
parallel. Cells were washed by centrifugation in PBS with 1% BSA at 400 g for 3 minutes.
Cells were fixed and permeabilized using 500 pL of BD Cytofix/Cytoperm buffer (BD
Biosciences; 554722) on ice for 20 minutes. Cells were washed by centrifugation in 4 mL of
Perm/Wash Cell buffer (BD Biosciences; 554723) at 400 g for 3 minutes. To test whether

antibodies could be internalized, 1 mL of a 1:400 dilution of AlexaFluor488 conjugated goat
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anti-human I1gG (Jackson Immunoresearch; 115-545-164, West Grove, Pa.) was incubated
on ice for 20 minutes. After incubation, 4 mL of PBS with 1% BSA buffer was added to wash,
before centrifuging (400 g, 3 min). The supernatant was flicked from the plate before the cells
were fixed with 150 pL 1% formaldehyde on ice for 20 minutes. The fluorescence of cells was
analyzed with the ImageStream multispectral imaging flow cytometer using the Internalization
feature. Five thousand events were acquired for each experimental condition and the
corresponding images were analyzed using the IDEAS 5 image-analysis software. The
internalization score (IS) was then computed as previously described (41) by using the

equation below:

IS = log (ﬁ) where a = (mIT:nB) * (%)

B = External and | = Internal part of the cells, ml = Mean intensity of upper quartile pixels in I,
mB = Mean intensity of upper quartile pixels in B, pl = Peak intensity of upper quartile pixels

in |, pB = Peak intensity of upper quartile pixels in B.

During the early screening, the normalized IS was plotted. It was the calculated ratio of the IS

measured at 37°C divided by the IS at 4°C.

Transport assays

Pulse-chase assays

Pulse-chase transport assays were performed with non-contiguous cells like hCMEC/D3 or

NHP BMECS with TEER measurement below 150 Q.cm?.

The first step was a pulse where test target antibodies (1 pg/mL, anti-integrin or reference

anti-human/NHP TFRC) were added to the upper chamber on day 4. Fresh EBM medium
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without antibodies was added to the bottom chamber. After 2h at 37°C, 3 washes with PBS
were performed. The second step was a chase at 37°C with fresh EBM medium added to the
top and bottom chambers. Final aliquots from both chambers were taken 4h following
incubation at 37°C under 5% COz2. Transwell® membranes were washed 3 times with PBS,
removed with a scalpel and frozen with 200uL of water to lyse cells after 3 freeze/thaw cycles.
Antibody levels in cells, luminal and abluminal compartments were determined by Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay (ELISA) (MESOQuickPlex SQ120, MesoScale Discovery,
Rockville, MD, USA). Relative transport classification was done by calculating the pulse

/chase ratio PCr:

Qbasolateral
PCR= ————
Qtotal
Where Qvasolateral = antibody quantity in ng measured in the bottom chamber, Qtotal = antibody

quantity in ng measured in cells and top and bottom chamber.
Outliers were defined by Qtotai<10% median of Qtotal Samples and were removed from analysis

For each parameter, only antibodies with at least 3 measurements were included in statistical
analysis. For pulse chase ratio analysis, as no negative control was available, a superiority
analysis was conducted for each antibody using a one sample one-sided t-test analysis versus
constant. The superiority margin was defined as 0.1 for pulse chase ratios. In order to control
multiplicity at 2.5% level, the p-values were adjusted using the Bonferroni-Holm correction.

The analysis was performed using SAS 9.4 for Windows 10.
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Transcytosis assays

Test antibodies (1 pg/mL, anti-integrin or reference anti-human/NHP TFRC) or human holo-
transferrin (2 ug/mL) and control antibodies without target on cells (1ug/mL, mouse IgG, clone
MG1-45, BioLegend or human IgG anti-TNP) or FITC-coupled 70 KDa Dextran (10 pug/mL)
were added to the upper chamber on cultures with TEER values from 150 Q.cm?. Fresh EBM
medium without antibodies was added to the bottom chamber. Final aliquots from both
chambers were taken 240 min following incubation at 37°C under 5% CO2. Compound levels
in stock solutions (t=0min), upper and lower compartments (t=240min) were determined by
ELISA (MESOQuickPlex SQ120, MesoScale Discovery). Apparent permeability coefficients

Papp) in cm.min"! were calculated using the following formula:
g

V X Cabluminal
A X Cluminal X t

Papp =

where V = volume of cell medium in the bottom chamber (mL), A = surface area of the insert
(cm2), Cuminar = compound concentration loaded in the upper chamber (UM), Cabluminal =

compound concentration measured in the bottom chamber (uM); t = time of the assay (min).

Outliers were defined by Papp IgG control > 50% median of Papp of all IgG control and were

removed from analysis.

For each parameter, only antibodies with at least 3 measurements were included in statistical
analysis. For Papp ratio, a superiority analysis was conducted using an analysis of variance
(ANOVA) to compare each antibody versus negative control followed by one-sided Dunnett’s

test to control multiplicity at 2.5% level. Prior to statistical analysis, data were subjected to
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inverse transformation to ensure normality of residuals. The analysis was performed using

SAS 9.4 for Windows 10.

ELISA Method

Standard 96-well SECTOR plates (Meso Scale Discovery) were coated with 0.5 ug/mL of
human Fab’2 or mouse IgG or with 0,75 ug/mL of recombinant integrin protein in PBS and
then incubated for 1 h under agitation at room temperature. After incubation, plates were
washed three times with PBS-Tween 0.05% (Calbiochem, 524653) and blocked for 1 h at
room temperature with 0.1% BSA solution (A7030, Sigma). After blocking the plates, antibody
serial dilutions (from 10 to 10 ug/mL) or samples collected in transport assays and standards
were incubated on plates for 2 h at room temperature. After incubation, plates were washed
three times with PBS-Tween 0.05%, and bound antibody was detected with SULFO-TAG
conjugated goat anti-mouse antibody (R32AC-1, Meso Scale Discovery) using TPA containing
read buffer (R92TC-2, Meso Scale Discovery). Concentrations were determined from the
standard curve using a four-parameter non-linear regression program (Discovery Workbench
version 4.0 software). ECso values were estimated using the 4-parameter logistic model
according to Ratkowsky and Reedy (40). The adjustment was obtained by nonlinear

regression using the Levenberg-Marquardt algorithm in SAS© software.
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Antibody target identification

Target identification by immunoprecipitation and LC-MS/MS peptide

mapping

Each monoclonal antibody target was purified from a hCMEC/D3 membrane fraction under
mild denaturing conditions using Pierce Classic immunoprecipitation Kit (#26146) according
to the manufacturer’s instructions. Pulled-down proteins were separated on SDS-PAGE
stained with Coomassie blue. Stained protein bands were submitted to an in-gel tryptic
digestion by Digestpro MS (Intavis) after reduction in 10 mM DTT and alkylation with 55 mM
iodoacetamide. Eluted peptides were analyzed by tandem mass spectrometry (LC-MS/MS)
on a Q-Exactive Plus benchtop mass spectrometer (Thermo Fisher Scientific). Peptides were
searched in database with MaxQuant/Perseus® against UniProt Human. The following filters
were carefully applied to obtain the list of best target candidates: at least two unique peptides,
filter on known or observed contaminants with a negative control. Identified soluble proteins
were purchased from vendors and used by ELISA to confirm binding to the monoclonal
antibody. Human recombinant proteins used were: Activated Leukocyte Cell Adhesion
Molecule (ALCAM)/ CD166: R&D System 656-AL; a5B1: Sino Biological CT-014-H2508H,

a3p1: R&D Systems 2840-A3, Striatin3: Abcam ab162295.
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Target identification by Retrogenix™/Charles River cell microarray

technology

Each monoclonal antibody was provided to Retrogenix™/Charles River for assessment using
their human cell microarray technology. Expression vectors encoding over 5,205 full-length
human plasma membrane proteins were spotted onto microarray slides. Human cells grown
over the top become reverse-transfected resulting in cell surface expression of each
respective protein at distinct slide locations. The antibody was applied, and specific binding
analyzed and confirmed using an appropriate detection system.

In addition, identified anti-integrin and control antibodies were added to slides of fixed HEK293
cells overexpressing a series of 22 naturally occurring integrin heterodimers and slides of fixed

untransfected HEK293 cells as controls. Specific binding was then analyzed as previously.

Immunohistochemistry (IHC)

Chromogenic IHC

Post-mortem human brain samples for IHC were obtained from external biological resource
centers in full accordance with legislation and ethical standards. TFRC antibody was
evaluated on PC3 and hCMEC/D3 cells to evaluate formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE)
and frozen sample conditions. The result was confirmed on FFPE and frozen hCMEC/D3 cells
to determine study feasibility for the test antibodies. The frozen samples were chosen. Four
human frozen cortex sections and five NHP frozen (2 cortex and 3 hippocampal) sections
were from an internal collection. Samples were assessed with a reference TFRC antibody.
Internal integrin antibodies were firstly evaluated on PC3 cells, secondly on NHP brains then

on other NHP tissues (brain, pancreas, kidney, lung, liver, heart, arterial and cardiac muscles,
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meninges, basement membrane). The IHC pattern in NHP was compared to human (brain,
heart, kidney, pancreas and liver, artery confirmed by anti-SMA, vein and capillaries). IHC
staining was performed using the Ventana Discovery XT automated System (Ventana Medical
Systems, Inc., USA) with a standard streptavidin-biotin-labeling technique. All detection
systems were manufactured by Ventana Medical System Inc. IHC optimal concentrations for
each antibody were determined by individual pilot studies under the standard condition.
Sections derived from FFPE samples were pretreated with antigen retrieval procedure (Heat
Induced Epitope Retrieval) and tris borate EDTA buffer (pH8-8.5). After endogenous biotin
blocking for 4 minutes for avidin/biotin steps, the primary antibody was incubated for 60
minutes at 24°C, with a concentration of 0.5 ug/mL of TFRC antibody or 1 uyg/ml of 4F2. As a
negative control, a mouse IgG1 isotype was used instead of the primary antibody. The
secondary antibody, a goat anti-mouse biotin-conjugated IgG1 antibody (1070-08, Southern

Biotech, USA), was incubated at 24°C for 32 minutes at a final dilution of 1/200.

Immunostaining was done with DABMap™ chromogenic detection kit according to the
manufacturer’'s recommendations (760-124, Ventana). A counterstaining step was done with
hematoxylin (760-2021, Ventana) and bluing reagent was applied (760-2037, Ventana).
Stained slides were dehydrated, and cover slipped with cytoseal XYL (8312-4, Richard-Allan

Scientific, USA).

Immunostaining sections were observed with a Nikon Eclipse E400 bright-light microscope
and slides were scanned and digitized using the ScanScope XT system (Aperio Technologies,
Vista, CA). Digitized images were then captured using the ImageScope software (version 9.1,

Aperio Technologies) at x20 magnification.
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Fluorescent IHC

Five frozen NHP cortices were from an internal collection. IHC was performed using the
Ventana Discovery Ultra from ROCHE with a standard protocol. All detection systems were
manufactured by Ventana Medical Systems Inc. IHC optimal concentrations for each antibody
were determined by individual pilot studies under the standard condition. Primary antibodies
(1 pg/mL anti-CD31 antibody or 0.2 ug/ml 4F2) were incubated on tissue sections for 1 h. The
secondary antibody anti-mouse conjugated with Cy5 for TFRC and with FITC for 4F2
incubated for 8 min and then 8 min with Dapi (D1306, ThermoFisher Scientific). Sections were

imaged with an Olympus VS120 scanner at 100X.

Results

Preparation of human primary BMECs

We needed to have a significant amount (around 200 million for complete immunization or 20
million using the RIMMS method) of primary human BMECs for our immunization
experiments. Primary BMECs can be isolated from fresh brain tissue, either from deceased
patients (42-44) or from patients having undergone surgical resections of epileptic areas or
glioblastomas (17, 45-51). Because the latter option can present a risk of accessing tissue
potentially contaminated with damaged or too permeable tissue, we focused on obtaining
post-mortem brains. Through a collaboration with the Netherlands Brain Biobank, in which we
established a series of exclusion criteria based on age and pathological conditions, we were
able to obtain three samples (approximately 100g each) of fresh human brains within a post-
mortem interval of less than 24 hours. Human BMECs from NBB tissues were isolated,

cultured and amplified. To obtain the purest possible endothelial cell cultures, we cultured the
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cells for 7 days in the presence of puromycin to eliminate all cells that did not express P-gp
efflux pump. A sample was taken and then characterized during the first passage (P1D0), 3
days after the first passage (P1D3) then 4 days after the second passage (P2D4). S1 Fig A

shows these cultures which appeared to exhibit the expected phenotype.

We characterized the primary BMECs using gPCR by quantifying specific genes for different
cell types likely to be presentin the cultures (S1 Fig B). We amplified CD31, Claudin5 (CLDNS)
(tight junctions) and Breast Cancer Resistance Protein (BCRP) (efflux pump) as endothelial
cell markers, GFAP, IBA1 and PDGFR as markers of astrocytes, microglia and pericytes,
respectively. The results in S1 Fig B show that even if the cells exhibit a brain endothelial gene
profile upon first isolation (P1DO0) with high expression of CD31, CLDN 5 and BCRP and no
expression of genes from astrocytes, microglia or pericytes, further culture slowly enriches the
cells in pericytes at the expense of endothelial cells as shown by the growing amount of
PDGFR and the lower amounts of CD31 over time. Thus, this paradigm could not yield the

quantities of primary BMECs needed to conduct an immunization campaign.

We therefore turned to NHP BMECs since we could obtain fresh brains with very short post-
mortem intervals from animals that were to be euthanized in our in-house Macaca Fascicularis

animal facilities.

Preparation and validation of primary NHP BMECs for

immunization

A pool of 20 milion NHP BMECs were produced as described in Chaves et al (33)

characterized and stored frozen at -150°C until use. We constituted a cell pool from several
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NHPs to increase genetic diversity in NHP BMECs. NHP BMECs characterization is shown in
Fig 1.
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Fig 1 : Cell production and antibody screening. (A) NHP primary brain cells isolated at
passage 0 after 7 days in culture. Cells were observed 100X magnification with inverted
microscope and 200X magnification with fluorescent microscope. Immunofluorescence
staining: ZO1 and VE-cadherin labelling in orange, occluding in green and nuclei with Hoechst
in blue (B) NHP primary BMECs characterized by RNA Seq. Endothelial, microglial,
oligodendrocytes, pericytes and astrocytes markers are represented. Blue bars represent
analysis from microvessels PODO and green bars represent analysis from POD7 cultured cells
(C) Transferrin and Dextran 70kDa transcytosis in NHP BMECs. Results are given as the Papp
in cm.min"' The statistical significance of differences between groups was analyzed using

GraphPad Prism v9.0.0 software (GraphPad Software) and Mann—Whitney test p-value<
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0.0001. (D) Monoclonal antibody selection into NHP BMECs. The two selection criteria were
cell binding and normalized IS. Green diamonds were selected, red triangles were rejected.
The blue point was the anti-TFRC antibody added as a control. Pictures show 4C11 as not

internalized antibody and 1E7 as internalized antibody.

Endothelial phenotype is observed by immunofluorescence in Fig 1 A. The endothelial
phenotype was confirmed with RNA-Seq analysis during the cell culture in Fig 1 B. The BBB
in vitro transcytosis model functionality is verified in Fig 1 C. Papp transferrin was compared to
Papp dextran 70kDa. Transferrin transport was significatively higher than dextran 70 kDa which
was not transported through endothelial cells. This transcytosis model is functional, so

produced NHP BMECs are functionnal.

Generation and selection of antibodies binding to NHP BMECs

TRIANNI Mouse® were immunized with the previously validated primary NHP BMECs as
immunogen using the Repetitive Immunization at Multiple Sites (RIMMS) approach.
Monoclonal antibodies were isolated from the hybridoma technology, and 636 IgGs were

established. Screening results are presented in Fig 1D.

Upon screening by flow cytometry, 62 monoclonal antibodies were selected for binding on
NHP primary BMECs with or without binding to hCMEC/D3 cells and 31 were found to

internalize into NHP primary BMECs or hCMEC/D3 cells at 37°C compared to 4°C.
Normalized IS should be interpreted as follows: IS at 37°C / IS at 4°C.

IS < 0.2 no internalization
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0.2 £1S £ 0.5 low internalization

0.5 1S £ 1 moderate internalization

1 < IS < 2 high internalization

Variable heavy and light chain sequences of these 31 antibodies were retrieved, 22 antibodies
had unique sequences and were further produced and analyzed. From these 22 antibodies,
12 were cross-reactive with hCMEC/D3 cells. ECso values on hCMEC/D3 cells were
determined (Table 1). The normalized IS determined showed that all 12 antibodies were able
to be internalized (Table 1). ABC is the number of monoclonal antibodies a sample will bind,
and correlates to the number of antigens expressed on the cell surface. It was determined by
measuring the binding by flow cytometry. The value was correlated to the receptor binding
density using the calibration curve as described in Materials and Methods. ABC showed
values ranging from 3 800 to more than 173000, suggesting that different epitopes or targets

could be recognized at the cell surface of hCMEC/D3 cells (Table 1).
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Table 1 : hCMEC/D3 binding of 12 purified monoclonal antibodies, IS and ABC

clone ECso nM Normalized IS 103 ABC
1E7 1.0 2.3 72
3B8 >540 1.7 7.8
3C5 1.6 1.5 24.5
3E8 >540 2 7.8
4D2 5.2 1.2 61
4F2 1.9 1.4 >173
6A10 >540 2 3,8
6C7 225 1.2 164
6D6 >540 1.7 14.5
6F5 0.6 1.8 41.5
8C10 0.6 2 35
9F4 0.8 2.1 22.3
anti-TFRC Not determined 1.9 Not determined

4F2 antibody had the highest antibody binding capacity. These 12 antibodies were further

evaluated for their ability to perform transcytosis in three different models.
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Evaluation in three transcytosis models

From Table 1, the 12 monoclonal antibodies displaying binding to both hCMEC/D3 and NHP
BMECs were selected, along with a negative control that did not bind to human hCMEC/D3
cells (8C12) to engage in “pulse-chase” assays on human hCMEC/D3 and primary NHP
BMECs, and in a NHP transcytosis model. We also included an anti-hTFRC antibody for which
transcytosis had already been demonstrated (33). All following data for evaluation in the three

transcytosis models were reported in S2 Table and S3 Table.

hCMEC/D3 pulse-chase experiments

“Pulse-chase” experiments were conducted as described by Sade et al. (52) to evaluate
transcytosis capabilities in cells without strong tight junctions (Fig 2A). We used the same
protocol for hCMEC/D3 cells and for NHP BMECs for which we had determined a TEER value

below 150 Q.cmZ.
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Fig 2 : Antibody transport in three in vitro BBB models. (A) Diagram of a Pulse-chase
experiment. (B and C) “Pulse-chase” ratios (PCRr) determined in hCMEC/D3 cells and in NHP
BMECs, respectively. Results are given as PCr: quantity T4h basolateral / quantity T4h total
(apical + basolateral + intracellular). For pulse chase ratio analysis, a superiority analysis was
conducted for each antibody using a one sample one-sided t-test analysis versus constant.
The superiority margin was defined as 0.1 for pulse chase ratios. To control multiplicity at
2.5% level, the p-values were adjusted using the Bonferroni-Holm correction. (D) Diagram of
a transcytosis experiment. (E) Transcytosis in NHP BMECs. Results are given as the ratio
Papp test antibody/ Papp control antibody. For Papp ratio, a superiority analysis was conducted

using an analysis of variance (ANOVA) to compare each antibody versus negative control
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followed by one-sided Dunnett’s test to control multiplicity at 2.5% level. Prior to statistical
analysis, data were subjected to inverse transformation to ensure normality of residuals. (B,
C, E) Blue bars represent test antibodies, yellow bar represents the reference anti-TFRC
antibody. For each parameter, only antibodies with at least 3 measurements were included in
statistical analysis. NS: p-value>0,025, * : 0,01< p-value <0,025, **: 0,001< p-value <0,01, ***

: p-value <0,001 (A and D) images created by Biorender.

After 4 hours of chase the amount of antibody was measured in each compartment and the
“pulse-chase” ratio (PCRr) was calculated and used to rank the antibodies. The results are
presented in Fig 2B. Most of the monoclonal antibodies demonstrated higher transcytosis
capacity in the “pulse-chase” assay with hCMEC/D3 cells than the reference anti hTFRC
antibody, with the best ones being 4F2 and 6D6 Fig 2B). Two antibodies turned out to be
negative (4D2 and 3E8). As expected, 8C12 did not undergo transcytosis since it did not bind

to hCMEC/D3 cells.

Primary NHP BMECs pulse-chase experiments

The same set of monoclonal antibodies was evaluated in a “pulse-chase” assay in NHP

BMECs, using the same protocol as in hCMEC/D3 cells. The results are outlined in Fig 2C.

4F2 came out again as the best candidate. In this assay 8C12 was found to undergo
transcytosis in NHP cells while it did not in hCMEC/D3 cells, confirming the lack of
human/NHP cross-reactivity for this antibody. 3E8 did not undergo transcytosis in NHP
BMECs or in hCMEC/D3 cells. 6F5, 6D6 and 4D2 behaved differently in the two models

despite binding to both NHP and human cell lines.
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Transcytosis experiments with primary NHP BMECs

Finally, the antibodies were evaluated in a model of transcytosis in primary NHP BMECs. The
model reported by Chaves et al. (33) (Fig 2D) is well characterized, with high TEER values
and tight junctions; it is conducted in Transwell® inserts and the bottom well is cultured with
astrocytes. An anti-hTFRC antibody showed high Papp compared to a control antibody in this

model (53).

A mixture of the monoclonal antibodies and a mouse IgG, used as a control to evaluate
permeability of the cell layer, was introduced into each well in the apical compartment and
quantified in the basolateral compartment using ELISA. In this model the monoclonal
antibodies were ranked based on the ratio of their apparent permeabilities versus the
permeability of the mouse control antibody Papp ratio = (Papp test antibody / Papp control

antibody). The results are shown in Fig 2E.

Once again 4F2 came out as the best candidate, although in this assay all the antibodies
appeared to undergo less transcytosis than the anti-TFRC antibody. 3B8, 3C5 and 9F4
performed as in the two previous models, showing good to moderate levels of transcytosis,
while 3E8 confirmed poor transcytosis. All Transwell® inserts in which the Papp value of the
control mouse IgG was over 150% of the median control Papp were eliminated. This was the
case for 8C12 for which we were not able to conclude on its transcytosis capacity in this NHP

model.

Target identification

Two complementary methods were used to identify the targets of the antibodies: either

deconvolution by immunoprecipitation with a lysate of hCMEC/D3 cells (IP)/LC-MS and
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confirmation by ELISA with recombinant protein, or cell microarray technology at
Retrogenix™/Charles River. The results are reported in Table 2. Full Retrogenix™/Charles

River cell microarray results are shown in S4 Fig.
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Table 2: Antibody target identification

Target Human soluble protein | Target Identification and confirmation
clone | Identification with IP/LC- confirmed by ELISA of human membrane protein with
MS following IP/MS Retrogenix™ cell microarray

1E7 ALCAM ALCAM

3B8 No protein found ITGAS + ITGB1

ITGAV, ARPCS5, ITGB3,
3C5 ITGAV +1TGB1, 3,5, 6, 8
ITGB5, SRSF1
3E8 | LAMP1, SP16H, RCN-1
4D2 ENPL ITGAS + ITGB1
ITGAS + ITGB1
4F2 ITGAS, IGTAS, ITGB1 ITGANn + ITGB1
ITGA3 + ITGB1
6A10 No protein found
no target identified,
6C7 Striatin3 Striatin3
Striatin3 not found

6D6 RSSA ITGAS + ITGB1

6F5 ITGAS5, ITGB1 ITGAS5 + ITGB1 No integrin heterodimer confirmed
8C10 ITGAS, ITGB1 ITGAS + ITGB1 ITGAS + ITGB1

ITGAS3 + ITGB1 weak
8C12 ITGAS, ITGB1 No integrin heterodimer confirmed*
binding
9F4 No protein found ITGAS + ITGB1 ITGAS + ITGB1

*8C12 did not show binding to human hCMEC/D3 cells
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Aside from 1E7 clone binding to ALCAM, 6C7 clone binding to Striatin3, 6A10 and 3ES8 for
which no antigen was found, all the other antibodies recognized integrins in at least one
deconvolution method. The best candidate 4F2 recognized the integrin 1 subunit combined

with any a subunit, while several other hits bound to a5@31 heterodimers.

To elucidate the potential of these receptors in mediating transcytosis we then explored which
subunit of the integrin was involved, the level of affinity needed for optimal transcytosis and

the function of the antibody in the integrin signaling cascade.

Binding of identified monoclonal antibodies to several mouse

and human integrin subunits

The ability of the antibodies to bind human a3, a4, a5 and 31 monomer subunit, human a431
dimer and mouse and human a3B1 and a5B1 dimers was assessed using ELISA, with
commercially available recombinant integrin subunits. All the above monoclonal antibodies
were assessed, as well as several commercially available anti-a5, a3 or 31 integrin antibodies,
along with natalizumab (54) a therapeutic anti-a431 antibody marketed in multiple sclerosis

and 0S2966, an integrin 1 blocking antibody (55, 56)
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Table 3 :Anti-integrin antibodies apparent affinities to different integrin subunits investigated by ELISA

ECso in nM
Commercial human | human human human human human human mouse mouse
Entry Reference Function? Cross-reactivity®

target a3 a4 a5 B1 a3p1 adp1 a5p1 a3p1 a5p1
1 MAB1965 B1 Inhibitory human Nb Nb Nb 0.04 0.02 0.03 0.02 Nb Nb
2 NBP2-52708 B1 Non-functional human Nb Nb Nb 0.16 0.19 0.25 0.13 Nb Nb

Human, Bovine, Pig,
3 MABT409 B1 Sheep, Horse, Canine, 0.60 Nb Nb 0.73 0.65 0.59 0.38 Nb Nb
Rhesus Macaque
4 052966 B1 Inhibitory human 3.30 Nb Nb 0.60 0.40 0.70 0.80 Nb Nb
5 14-0299-82 B1 Stimulatory human mouse 0.38 Nb Nb 1.30 0.50 0.68 0.80 Nb Nb
6 MAB2079Z B1 Stimulatory rat human Nb Nb Nb 3.55 3.00 1.06 0.88 Nb Nb
7 MABT199 B1 Stimulatory human 4.18 Nb Nb 2.24 1.32 0.75 0.97 Nb Nb
8 MAS5-17103 B1 human, mouse, NHP 10.88 Nb Nb Nb Nb Nb Nb Nb Nb
9 553715 B1 Stimulatory mouse Nb Nb Nb 0.10 0.30 0.20 0.30 0.20 0.70
10 MA1-25298 a3 Non-functional human 15.90 Nb Nb Nb Nb Nb Nb Nb Nb
11 343802 a3 human 0.70 Nb Nb Nb 0.17 Nb Nb Nb Nb
12 66070-1-Ig a3 human, pig, mouse 28.10 8.94 6.40 Nb 0.48 14.00 5.30 0.26 5.30
13 MAB1346 a3 Inhibitory human 0.06 Nb
14 DCABH-8217 a3p1 human 0.29
15 MFR5 ab mouse Nb Nb Nb Nb Nb Nb 0.10 Nb Nb
a4

16 Natalizumab 04B1 Inhibitory human Nb Nb Nb Nb Nb 0.17 Nb Nb Nb

04B7
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17 4F2 NA human, NHP 3.00 Nb Nb 0.60 0.20 0.40 0.20 Nb Nb
18 6F5 NA human, NHP Nb Nb Nb Nb Nb Nb 1.00 Nb Nb
19 8C10 NA human, NHP Nb Nb Nb Nb Nb Nb 1.50 Nb Nb
20 3B8 NA human, NHP Nb Nb Nb Nb Nb Nb Nb Nb Nb
21 3C5 NA human, NHP Nb Nb Nb Nb Nb Nb Nb Nb Nb
22 4D2 NA human, NHP Nb Nb Nb Nb Nb Nb Nb Nb Nb
23 6D6 NA human, NHP Nb Nb Nb Nb Nb Nb Nb Nb Nb
24 8C12 NA NHP Nb Nb Nb Nb Nb Nb Nb Nb Nb
25 9F4 NA human, NHP Nb Nb Nb Nb Nb Nb Nb Nb Nb

a: As reported in Byron et al (57) ; b: As reported by commercial provider; NA: not applicable; Nb: non binder

37




All commercially available anti B1-integrin antibodies tested (entries 1-9), except MA517103,
entry 8, displayed binding to the B1-integrin subunit as expected and to all its heterodimers
a3p1, a4B1 and a5B1. MA517103, which is described as an anti f1-integrin only reacted with
a3-integrin, albeit with modest affinity. The anti-human a3-integrin antibodies (entries 10-14)
bound to either the a3 monomer and/or a331 heterodimers with 343802 (entry 11) showing
no selectivity over other subunits while the anti a331 antibody MAB1346 (entry 13) confirmed
binding to this heterodimer. Finally, anti a5-integrin MFR5 and anti a4-integrin natalizumab
antibodies (entries 15 and 16, respectively) confirmed binding to the a5B1 and a4p1

heterodimers respectively with no binding to the a monomers (Table 3).

Of our internally produced antibodies, only three displayed binding, 4F2 (entry 17) to a3 and
B1 monomers and a3p1, a431 and a5B1 dimers confirming the character of pan a 31 targeting
(anB1) as found during the target identification experiments, while 6F5 and 8C10 (entries
18,19) only bound to a5B1. The remaining internally generated antibodies did not display
binding to any monomers or heterodimers in these conditions. This could be linked to lower
affinity or recognition of a cell-exposed conformational epitope that does not exist in the

recombinant soluble proteins

Altogether, the profile of our best candidate 4F2 (entry 17) was very similar to the one of
0S2966 (entry 4) and others like MABT409, MABT199 and 14-0299-82 (entries 3-5,7)
described as 1 subunit binders while 6F5 and 8C10 (entries 18-19) displayed specific binding

to the a5B1 heterodimer, like MFRS5 (entry 15).

In order to validate the mechanism in vivo, we would need to identify a mouse anti-integrin

antibody performing transcytosis. None of our internally generated antibodies displayed
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affinity for any of the murine subunits. Interestingly, 553715 (entry 9), which was generated
from a mouse endothelial cell line and not reported to be cross-reactive, also showed binding
to the human subunits. 66070 (entry 12) confirmed its mouse-human cross-reactivity. These

were selected for evaluation in a transcytosis model.

Anti-integrin antibodies have been reported to bind to integrin in different conformations
corresponding to several functions (57): stimulatory or activation-specific, inhibitory, or non-
functional. To assess the potential impact of this functionality conformation on transcytosis,
we tested a few commercially available anti-integrins with such described functions in our

transcytosis models.

Aiming to clarify which subunit could be at stake, whether the function of the antibody was
important and whether the mouse-human cross-reactive commercially available antibodies
were able to perform transcytosis, we performed a new set of transcytosis experiments in a

NHP in vitro model.

Transcytosis assessment in the PharmaCo-Cell® NHP primary

model

This commercially available model uses three cell types. Transwell® inserts are coated with
primary cultures of NHP (Macaca irus) BMECs, brain pericytes and astrocytes. This BBB
Kit™, reconstituted by triple co-culture, shows BBB features such as TEER values around 180
Q.cm?. This model is comparable to the one used above (33) and has the advantage of being
commercially available and therefore available upon need. Several of the above monoclonal

antibodies were assessed in this model (Fig 3A).
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Fig 3: Antibody transport in two commercial in vitro BBB models (A) Transcytosis in the
PharmaCo-Cell® Transwell® model. (B) Transcytosis in the Brainplotting™ Transwell®
model. Results are given as Papp test antibody/ Papp control antibody. Blue bars represent test
antibodies, the green bar represents a commercial antibody, and the yellow bar represents

the reference anti-TFRC antibody. Each point represents one Transwell®

The two commercially available anti-B1 integrin antibodies 66070-1-g and 553715 which
displayed binding to both human and mouse integrin subunits were evaluated in the
PharmaCo-Cell® model with hCMEC/D3 cells to validate transcytosis in a human model. The

results are shown in S5 Fig. As the antibody 553715 displayed a much higher PCr in the

40



hCMEC/D3 pulse-chase assay than antibody 66070-1-Ig, it was selected for further evaluation
in the PharmaCo-Cell® NHP transcytosis model. However, it did not cross the Transwell®,
eliminating our hope to use it for in vivo validation. There was no difference between anti 31
antibodies with inhibitor, activator or no function and most of them displayed no or very little
transcytosis. The only antibody that underwent transcytosis to some extent was OS2966. In
this assay 4F2 behaved like the anti-TFRC monoclonal antibody, leading to the highest
transcytosis. In comparison, commercial integrin antibodies were poorly active in transcytosis,

an observation that highlights the originality of the novel antibodies discovered here.

Evaluation of the best candidates in a human primary model of

transcytosis

We evaluated several of our antibodies with different binding profiles in a primary human
BMEC Transwell® model from Brainplotting™ (35). This model is derived from primary human
BMECs prepared from brain samples obtained after surgical resection. The results are shown

in Fig 3B.

In this model, OS2966, 4F2 and 8C10 underwent transcytosis more efficiently than the anti
TFRC monoclonal antibody. Antibody 9F4 was comparable to anti TFRC, while 6D6 was less

efficient. These results confirm the superiority of 4F2 to undergo transcytosis.

We verified that the results of our transcytosis assays were not linked to increasing the
permeability of our models. If this were the case, the controls should also appear with higher
apparent permeability. We compared Papp of all the control antibodies incubated in each
Transwell® insert with those of Transwell® inserts incubated with the anti-TFRC antibody (Fig
4 A, B, C). We also checked the integrity of the tight junctions with fluorescein transport
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evaluation (Fig 4D) , TEER measurements (Fig 4E) and zona occludens (ZO)-1
immunofluorescent labeling at the end of the transcytosis experiment with human BMECs

from Brainplotting™ (Fig 4F).
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Fig 4 : All mouse IgG control Papp in different transcytosis models (A) NHP internal
model, (B) Human Brainplotting™ model, (C) NHP PharmaCo-Cell® model, (D) Fluorescein
Papp in 4F2 and anti-TFRC Transwell® (E) TEER measurements with Evohm instrument. (F)
Human BMEC immunofluorescence ZO1 labelling in red and nuclei with Hoechst in blue after

incubation with antibodies in Brainplotting™ model. Each point represents one Transwell®.

All control antibodies display similar Papp to Papp Of control antibody and fluorescein in cells

incubated with anti-integrin and anti-TFRC antibodies, suggesting no effect on cell
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permeability (Fig 4A-D). In Brainplotting™ model, TEER measurement in Transwell® treated
with 4F2 or anti-TFRC were similar (Fig 4E) and ZO-1 labelling suggests that tight junctions
were not disrupted by incubation with antibodies (Fig 4F). We have also stained hCMEC/D3

with 4F2 antibody. The S8 Fig shows 4F2 target is present on the cell membrane.

Immunohistochemistry on human and non-primate tissues

In parallel to these efforts, we undertook immunohistochemical evaluation of the monoclonal
antibodies on human and non-human primate tissues to further prioritize them. The objectives
were to determine binding on these tissues and cellular localization in brain and periphery. A
comparison with human TFRC was also made in these experiments. A first screening was
performed on PC3 cells to assess if the monoclonal antibodies could be used on paraffin-

embedded or on frozen material, then in hCMEC/D3 cells (Fig 5A).
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Fig 5 :IHC with anti-TFRC and anti-4F2 antibodies The blue staining corresponds to the
hematoxylin counterstaining to visualize cells and nuclei. Positive staining are in brown (DAB
3,3'-Diaminobenzidine) (A) IHC in FFPE or frozen cells to select samples. Cells were
visualized with a microscope at 200x (B) 4F2 antibody IHC for brain parenchyma specificity
staining on NHP brain slices compared to anti-TFRC antibody (C) 4F2 antibody human-NHP
cross-reactivity in human and NHP slices of several organs. Isotype controls are in
supplementary data (S6 Fig) (D) Fluorescent IHC in NHP brain capillaries from frozen healthy

NHP brain slices stained with Dapi (nucleus), Cy5 (anti-CD31 antibody) and FITC (4F2

antibody).

44



In supplementary data (S6 Fig), only four monoclonal antibodies gave specific binding on
frozen human brain tissue: 4F2, 4D2, 3C5 and 3B8. Of these, only 4F2 showed specific
vascular staining. 3B8, 4D2 and 3C5 displayed non-vascular staining in human brain tissue
while the 3C5 stained the basal membrane of capsule glomeruli, 50% tubules, nerve and other
tissues. As for the anti TFRC monoclonal antibodies, 4F2 displayed binding to BMECs. While
TFRC was widely expressed on neurons and glia, 4F2 was clearly restricted to parenchyma,
choroidal and meninges capillaries, along with arterial smooth muscle, and basement

membrane (Fig 5B).

The same pattern of expression could be seen in human and non-human primate tissue (Fig

5C) along with peripheral tissues such as heart, pancreas, kidney, liver.

To assess the 4F2 antibody target localization in microvessels, we performed
immunohistofluorescence in frozen healthy NHP brain slices (Fig 5D). Images confirmed
vascular staining with our 4F2 antibody but did not permit to conclude on a precise localization

of 4F2 at the endothelial cell membrane.

Discussion

Our initial goal was to generate antibodies that would recognize human receptors, by
immunizing mice with primary human BMECs. Due to the very high number of cells required
for immunization campaigns, this would have required generating primary cells that could be
further multiplied. We show that even when using fresh brain tissue after short post-mortem
intervals, the endothelial cell phenotype was largely lost upon culture. In contrast, we were

able to develop a robust procedure to prepare primary NHP BMECs of good quality (33). Given
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the homology of many proteins between human and NHP, we decided to start from these cells
and to include binding to both human and NHP BMECs in the flowchart to select only
cross-reactive antibodies. From immunization of Trianni mice with primary healthy NHP
BMECs we collected 634 antibodies of which 62 bound to human hCMEC/D3 cells or NHP
BMECs. Among the 22 antibodies with unique sequences, 12 clones internalized in NHP
BMEC and hCMEC/D3 were further evaluated in three transcytosis models. The most relevant
model to evaluate the antibodies from the campaign would be with the same cells as the ones
used for immunization, namely the NHP BMECs. This model described by Chaves et al. (33)
has been validated with transferrin along with an anti-human/NHP TFRC antibody. The
hCMEC/D3 immortalized human brain endothelial cell line (58, 59) has been well
characterized in terms of brain-specific and tight junction proteins (60). Given the TEER values
indicative of high paracellular permeability, we used this cell line in a pulse-chase mode which
allows to avoid the effect linked to non-specific paracellular passage (52). This procedure was
also applied for primary NHP BMECs with TEER < 150 Q.cm?. The best antibody detected in

the three models was 4F2.

In parallel, uncovering the targets of the antibodies validated in these three models of
transcytosis was performed using two different methods. The first was by
immunoprecipitation/ mass spectrometry followed by confirmation by ELISA and the second
by Retrogenix™/Charles River reverse transfection microarray technology. Of the twenty-two
antibodies, one displayed ALCAM as its target, one interacted with Striatin3 and nine bound

to B1 integrin subunit or heterodimers.

ALCAM (also known as CD166-antigen) has been reported to play a major role in infiltration

of brain tumors by T-cells (61) and is very relevant to the BBB field. We identified one antibody
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against ALCAM (1E7) in this campaign, but it did not perform well in the transcytosis assay.
In addition, antibodies against ALCAM have been reported to inhibit diapedesis of monocytes
across the BBB (62). We decided not to pursue this protein as a target for enhanced brain

delivery.

Striatin3 (also known as SG2NA) is a 780 amino-acid protein with four protein-protein
interaction domains including a caveolin-binding domain, a coiled-coil domain, a Ca?*-
calmodulin binding domain and a tryptophan-aspartate (WD)-repeat domain (63-66). Tissue
expression is mostly ubiquitous but regulated in specific tissues by differential splicing (67).
Even if Striatin3 is localized in multiple cellular compartments, plasma membrane,
mitochondria, endoplasmic reticulum, nucleus, and lysosomes (68) this protein is essentially
intracellular and has no extracellular domain. In addition, the Retrogenix™/Charles River cell
micro-array technology did not validate this target identified by immunoprecipitation and mass
spectrometry. Despite encouraging transcytosis results, we decided not to pursue Striatin3

and to focus on the integrin antibodies.

Integrins form a family of 24 heterodimeric transmembrane receptors that play an active role
in cell-cell interactions in a multitude of physiological and disease situations (57). They are
important players in oncology (69), cancer, melanoma and metastatic progression, but also in
tissue fibrosis (70), rheumatoid arthritis (71), wound healing (72) and ischemic stroke (73) to
name a few (74). Integrins play an important role in the adhesion of cells to the extracellular
matrix (44, 72, 75). They have been shown to mediate the endocytosis of a variety of material
such as nanoparticles (44, 76-80), beads (81), phages (82, 83) or cells (84, 85) provided that
the material presents integrin ligands on its surface. Most known examples have used RGD

peptides, canonical ligands of several integrins (86) or their derivatives, but one example
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reports on anti a21 integrin antibody-targeted nanoparticles leading to enhanced cell uptake
(79). Some pathogenic bacteria such as Y. pseudotuberculosis (87-90), E. coli (91, 92), S.
aureus (84, 85), staphylococci and streptococci (93, 94), Neisseria meningitidis (95), virus
(96) or adeno-associated-viruses (97) have also been shown to be internalized in cells via an
integrin-mediated pathway. In most of these studies, integrin 1 is the main reported player.
Several mechanisms have been documented for this uptake, including macropinocytosis and
transcytosis (79, 87, 96), pathways involving clathrin (75) caveolae, dynamin and dynamic
unstable microtubules (72, 92). Uptake has been shown to be dependent upon the integrin

isoforms (44) and state of activation (75).

Transcytosis of integrin-ligand-exposing-cells (98, 99), -nanoparticles (100-102), or -bacteria
(103) and -viruses (104) has also been reported but most of the literature is on epithelial cells.
Very few studies describe transcytosis through monolayers of endothelial cells. Two examples
related to brain metastasis have shown 1.3-to-1.5-fold enhanced transcytosis of breast cancer
cell lines expressing B1 integrin ligands through monolayers of human brain microvascular
endothelial cells (83) and mouse brain endothelial cells (82) respectively. One article reports
that Streptococcus group B are using a5p31 and avp3 for brain invasion in juvenile meningitis
(105). RGD-decorated nanoparticles have shown modest improvement of transcytosis in the
mouse bEnd3 cell model (106) while in another report an enhanced transcytosis could only
be observed in a blood tumor model while a BBB model with rat primary brain endothelial cells
failed to show an enhancement (107). All the examples of uptake and transcytosis discussed
above are with particles or cells decorated with many integrin-targeting ligands, and
transcytosis was improved with increasing ligand density (100). Although a few of the above

examples have shown that uptake or transcytosis can be inhibited in the presence of anti-31
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integrin antibody (100) (105), to the best of our knowledge no single ligand and more
specifically no anti-integrin antibody has been reported to be internalized or to undergo

transcytosis through any cell or model.

A few anti-integrin monoclonal antibodies are on the market as drugs, such as natalizumab ,
an anti-a4f31 integrin for multiple sclerosis (108), abciximab and efalizumab (109), an anti-
allbp3a integrin for thrombosis and an anti-aLB2 for psoriasis) while others are in clinical
development. Relevant to our studies are three anti-f1 antibodies OS2966 (anti-B1) (55),
MINT1526A (anti-a5B1) (110) and M100 (volociximab) (anti-a5B1) (110) currently at various
stages of clinical development in oncology. None of them has been reported to display brain

exposure.

Integrin B1 is described to play a key role in repair and protection of the neurovascular unit
during cerebral ischemia (111) and integrin a5 receptor has been linked to barrier tightness
(112). A few studies have analyzed the BBB following application of anti-integrin 31
antibodies. Osada et al. observed that functional inhibition with an anti-integrin 1 antibody
resulted in lowered CLDN5 expression and deduced a critical role for 1-integrin-mediated
adhesion of brain endothelial cells to the surrounding extracellular matrix for stabilizing CLDNS
in BBB tight junctions and BBB integrity (113, 114). Their results were confirmed in another
study in which CLDNS5, occludin and ZO1 were decreased by anti-integrin 1 antibody
treatment (115). In contrast, Li et al didn’t observe CLDN5 or ZO-1 reorganization after
treatment with anti- 1 antibody (111). Furthermore, Edwards and Roberts have shown that
mice with endothelial cell-specific knockout of a5 integrin display enhanced barrier tightness
after stroke or oxygen-glucose deprivation (116, 117). It was therefore important for us to

make sure that the transcytosis we observed for our anti integrin antibodies was not a
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consequence of endothelial cell permeabilization. This appeared not to be the case because
the control antibodies did not show enhanced permeability in the presence of the anti-integrin
antibodies (Fig 4 A, B, C, D, E). Secondly, the tight junctions were still in place at the end of

the experiment as shown by ZO-1 immunofluorescence (Fig 4F).

After this validation, we tried to understand which subunit was recognized by our best
antibodies and if we could correlate a binding or a specific af heterodimer to a transcytotic
capacity. For this, binding was performed by ELISA using recombinant a and [ integrin
subunits (Table 3). This analysis was performed also for a series of commercially available or
reported anti-integrin antibodies. Only three of our antibodies displayed binding to the
recombinant proteins, with 4F2 binding to a3, B1 and all a3,4,5B1 heterodimers, while 6F5
and 8C10 only bound to a5B31. The others may recognize a specific conformation-dependent
epitope of the integrins not present in these recombinant forms. Several commercial
antibodies displayed the same profile as 4F2, including OS2966 which is known to bind to 31
(56) (118). The best antibody for transcytosis, 4F2, bound to more heterodimers but this did
not appear to be a sufficient condition, since antibodies with a similar profile such as MABT199
(Table 3, entry 7) did not perform transcytosis (Fig 3A). This did not seem linked to the lower
affinity of MABT199 for 1 and its heterodimers since NBP2-52708, which has a higher affinity

(Table 3, entry 2) also showed very low transcytosis (Fig 3A).

We then tried to investigate whether the transcytosis could be linked to functionality of the
antibody. It is now understood that anti-integrin antibodies can be classified into three main
types: those that inhibit ligand engagement, those that stimulate ligand engagement or induce
a high-affinity conformation and those that have no specific effect (and behave as negative

controls) (57). These functions are intimately associated with the three potential conformations
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of integrins (active, at rest and inactive (119)) bound by the antibody. Blystone et al.
established for instance that a531-mediated phagocytosis required activation to a high affinity
conformation by an activating monoclonal antibody. The phagocytosis was inhibited by an
excess of its ligand fibronectin (81). The cognate ligands of a331 and a5p1, the most frequent
hits of our antibodies are laminin (120) and fibronectin (121) respectively. Transcytosis was
not inhibited by the presence of fibronectin, either by Transwell® coating or when added to
the medium (S7 Fig) suggesting that our antibodies might not act by inducing a high affinity
conformation. To gain insight into the impact of functionality on transcytosis, we selected
commercially available anti-integrin antibodies with defined functions, such as MABT199,
553715 and MAP2079Z, all described as activating antibodies and NBP2-52708 described as
a non-functional antibody. In contrast, 0S2966, like most of the anti-integrin antibodies
currently in development (57) has been reported as an inhibitor of downstream signaling from
integrin B1 (56). Evaluation of these antibodies in a NHP primary model (Fig 3A) showed that
only OS2966 underwent transcytosis to some extent, albeit much less than 4F2, suggesting
that inhibition might be necessary. This transcytosis property is not reported for 0S2966,

which has in fact been administered intra-tumorally in a mouse model of glioblastoma (55).

4F2, with its best transcytosis efficacy was also the only one to demonstrate specific staining
of vessels on human and NHP brain and peripheral tissues suggesting high specificity for
endothelial cells. Using electronic microscopy and immunogold labeling, Conforti et al. have
shown that integrin receptors such as av33, a3p1, a581 and others are not only located to the
basal side of endothelial cells, but also on the cell surface in contact with blood (122). Data
indicate, that in addition to their role in promoting extracellular attachment to extracellular

matrix proteins, integrin receptors can be exposed to the bloodstream and eventually be
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available for binding of plasma proteins, circulating cells and antibodies. Our confocal
microscope immunofluorescence study (Fig 5D) did not allow to determine whether this
labeling with 4F2 was luminal or abluminal. Co-labeling with Permeability-GlycoProtein (P-gp)

in the same tissues could have been informative in this respect (123).

The different rank orders obtained for the antibodies in the five BBB models displayed in this
paper illustrate the challenges of such models. The hCMEC/D3 model, as some other cell
line-based models, has been shown to lose some of its barrier properties upon culture (18).
Given their low transendothelial resistance, these cells are probably more suited for
mechanistic studies than true permeability assessments (124). For this reason, we have used
this model in a “pulse-chase” mode (52). The NHP models used differ by the presence of
astrocytes and pericytes which can have a major impact on permeability and protein
expression. Pericyte coverage is essential to the barrier integrity (125), moreover pericyte
signaling to endothelial cells via integrins has recently been reported to impact BBB
permeability (112). The PharmaCo-Cell® model is certainly the most relevant to this study, as
immunization was performed with NHP cells, and this model incorporates cells from the
neurovascular unit. Finally, the human primary model is derived from epilepsy or glioblastoma
surgical resections and even though they are taken from the healthy surrounding tissue, some
variability could be present. The extent to which in vitro BBB models can predict what occurs
in vivo is still the matter of intense research and debate. Even if the brain exposures of some
antibodies have been linked to their apparent permeabilities in in vitro transcytosis models
(126, 127), in vivo brain exposure, distribution and pharmacokinetics are dependent on a
series of dynamic processes, also involving target engagement, localization and cellular

trafficking. To conclude on the potential of integrin receptors to transport antibodies to the
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brain, we tried to identify a mouse/human reactive antibody for which transcytosis in vitro could
be validated for direct evaluation in vivo in mice. None of our internally generated antibodies
turned out to cross-react with mouse integrins, but one of the commercially available
antibodies, 553715 (128), demonstrated binding to both human and mice subunits and
heterodimers (Table 3, entry 9) suggesting cross-reactivity. However, in the non-human
primate in vitro transcytosis model 5537715 revealed no barrier crossing in comparison with

4F2 and a reference anti-TFRC antibody (Fig 3A).

We tried to understand the reason for the superiority of 4F2 versus all other anti-integrin
antibodies. The first potential reason is their pan alpha binding profile but several commercial
antibodies displaying the same binding profile did not perform transcytosis. Positively charged
proteins are known to display higher tissue and brain penetration (129); however predicted

pls (S9 Table) did not point to a higher pl for 4F2 compared to the other antibodies.

This first study validated the flowchart and the models while teaching us several lessons to
consider for future campaigns. One limitation of our study is that it did not detect any of the
receptors known for mediating transcytosis, such as TFRC, INSR, IGF1R, CD98, LRP1R,
LDLR to name a few. We don’t know the reason for this but speculate that integrins, which
are mediating intercellular interactions and binding to the extracellular matrix (130) might have
been shielding these receptors. On the other hand, ITGB1 protein abundance cannot be an
explanation for the high hit rate of ITGB1-binding antibodies as it is only 2-fold higher than
TFRC but lower than some other receptors such as LRP1 or membrane transport ATPases
(131). Integrins are ubiquitously expressed, and so are all the above reported transcytosis-
mediating receptors. Integrin a7 antibodies have for instance been reported to increase

muscle targeting of lysosomal enzymes (132). Nevertheless, in our next study, we could
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include a counter screen of peripheral tissues, to select hits with the highest endothelial brain

cell enrichment.

Inherently to the host, it is notoriously difficult to obtain cross-reactive antibodies for highly
conserved mouse-human targets during mouse immunization campaigns. Alternative
solutions would be to screen naive antibody libraries against human and mouse brain primary
endothelial cells to select cross-reactive clones or to immunize lama and select cross-reactive

nanobodies.

This study is the first one reporting on the potential of BBB crossing for very specific anti-
integrin antibodies. Regarding the potential of this mechanism for enhancing the brain
exposure of biotherapeutics, several important questions remain. siRNA experiments to
suppress a3, a5 and B1 genes could bring light on which integrin subunit is required for
transcytosis. Co-structure of 4F2 Fab with 31 integrin could provide clues on the activating or
inhibiting conformation for transcytosis (133) and on the specific epitope. From this structure,
the potential to perform affinity maturation to get mouse-human cross-reactive antibodies
could be assessed. Alternatively, epitope mapping could yield information on the antigen that
is recognized and whether it is or not conserved across species. The ultimate goal would be
in vivo validation of brain enhancement versus a control antibody first as such and then as a
bispecific antibody or fused to a cargo therapeutic protein. Integrin a5B1 has been reported
as a new target for tumor treatment (134). Given the overexpression of integrins in several
tumor cell models (56, 135) and their major role in tumor development (136-138) this
mechanism could be extremely useful for the treatment of central tumors such as

glioblastoma.
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IP: Immunoprecipitation
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NBB: Netherlands Brain Bank

NHP: Non-Human Primate
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95% ClI

Adj. p-

Parameter Antibody N Mean Lower Upper p-value value

PCRin NHP Anti-TFRC 3 0.326 0.210 0.442 0.0070 0.0210
BMECs mAb

1E7 3 0.241 0.186 0.295 0.0040 0.0183

3B8 3 0.353 0.292 0.415 0.0016 0.0112

3C5 3 0.339 0.288 0.390 0.0012 0.0098

4D2 3 0.250 0.224 0.276 0.0008 0.0073

4F2 9 0.457 0.429 0.485 <.0001 <.0001

6A10 3 0.208 0.09%4 0.322 0.0275 0.0550

6C7 3 0.081 0.021 0.141 0.8460 0.8460

8C10 3 0.254 0.197 0.311 0.0037 0.0183

8C12 3 0.442 0.355 0.528 0.0017 0.0112

PCRin Anti-TFRC 18 0.086 0.074 0.098 0.9896 0.9896
hCMEC/cells mAb

1E7 3 0.241 0.213 0.269 0.0011 0.0074

3B8 3 0.337 0.277 0.396 0.0017 0.0103

3C5 3 0.361 0.326 0.397 0.0005 0.0039

4F2 3 0.515 0.481 0.550 0.0002 0.0020

6A10 3 0.258 0.150 0.367 0.0122 0.0357

6C7 6 0.294 0.232 0.356 0.0002 0.0024

6D6 3 0.390 0.361 0.420 0.0003 0.0025

6F5 3 0.241 0.155 0.327 0.0097 0.0357

8C10 3 0.302 0.184 0.419 0.0089 0.0357

9F4 3 0.351 0.233 0.468 0.0058 0.0291

Adjusted P-values using Bonferonni Holm correction
Significant ajusted p-values at 2.5% level are highlighted in bold

S2 Table: Statistical results for pulse chase ratio
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95% ClI Comparison versus NC

Antibody
comparison Harmonic Dunnett
Parameter vs NC N mean Lower Upper p-value adj. p-value
Papp test NC 3 1.056 0.980 1.145 -
antibody/control antibody

Anti-TFRC mAb 6 11.713 6.883 39.276 <.0001 <.0001
9F4 4 5.266 3.799 8.584 <.0001 <.0001
8C10 4 3.707 2914 5.092 <.0001 <.0001
6D6 4 3.991 3.087 5.643 <.0001 <.0001
6C7 3 4.685 3.354 7.769 <.0001 <.0001
4F2 5 8.735 5.552 20.473 <.0001 <.0001
4D2 4 6.138 4232 11.167 <.0001 <.0001
3E8 4 1.135 1.047 1.238 0.0735 0.3023
3B8 4 5.773 4.055 10.017 <.0001 <.0001

Inverse transformation was applied to the data before analysis
Significant ajusted p-values at 2.5% level are highlighted in bold

S3 Table: Statistical results for transcytosis ratio
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S$4 Fig: Screening of Retrogenix™/Charles River integrin heterodimers. Antibodies were

loaded at 5ug/mL and bound to different integrin heterodimers spotted on a slide. The signal

was detected by HRP coloration.
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S5 Fig: Result of mouse/human cross-reactive commercial anti-B1 integrin antibodies
66070-1-lg and 553715 evaluated in pulse-chase assay with hCMEC/D3 cells. Internal
anti-integrin antibodies are represented with blue bars, commercial anti-integrin antibodies
are represented with green bars, anti-TFRC antibody is represented with yellow bar. Each

point represents one Transwell®
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S6 Fig: IHC in frozen brain and peripheral tissue slices. Imnmunostaining was done with
DABMap™ chromogenic detection kit where brown color is a binding signal. A: human and
NHP frozen cortex slides incubated with three different anti-integrin antibodies B: human
frozen brain and peripheral tissue slices incubated with 3C5 or 4F2. C: Isotype control of

monkey and human slices from Fig 5. Blue color corresponds to the hematoxylin

counterstaining to visualize the cells and their nuclei.
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hCMEC/D3 cells. 4F2 is represented with blue bars and anti-TFRC is represented with yellow
bars. A: different concentrations of fibronectin were coated on the Transwell®. B: different
concentrations of fibronectin were added to the culture medium. Each point represents one
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S8 Fig: 4F2 staining in hCMEC/D3 4F2 target cellular localization was visualized by
fluorescence microscopy at 200X in hCMEC/D3. Cultured cells were fixed in 4%
paraformaldehyde for 15 min, at RT, and blocked in Odyssey LiCor Blocking Buffer.4F2
antibody was incubated overnight at 4°C and anti-human secondary antibody conjugated with
Alexa 594 nm and Hoechst 33432 for nuclei staining was subsequently used for 2h at RT .

4F2 target is visualized in red and nuclei in blue.
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S9 Table: Total protein, Heavy chain and Light chain pl calculated for test antibodies
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clone proteine pl HC pl LC pl
4F2 7,1 7,9 53
6F5 8,05 8,3 7,1
8C10 7,95 8,2 7,1
3B8 8,15 8,3 7,7
3C5 7,95 8,05 7,7
4D2 7,85 7,9 7,7
6D6 7,85 8,3 5,9
8C12 7,7 8,05 6,5
9F4 7,85 8,2 6,5




4 Discussion Générale
4.1 Objectifs

Les travaux expérimentaux décrits dans ce manuscrit avaient pour objectif commun de trouver de
nouveaux récepteurs capables de faire de la transcytose a travers la BHE afin de pouvoir augmenter
I'exposition cérébrale de biothérapeutiques et notamment des anticorps. Nous avons utilisé deux
stratégies pour rechercher de nouveaux mécanismes. Une analyse transcriptomique différentielle
de cellules endothéliales primaires de cerveau, poumon et foie et une immunisation de souris
humanisées avec des cellules endothéliales microvasculaires cérébrales issues de cerveau de
macaques. Pour cela, il nous fallait un accés a une quantité importante de cellules endothéliales
primaires de cerveau d’'une part pour notre stratégie d'immunisation et d’autre part pour développer

des modéles in vitro de qualité.

4.2 Cellules endothéliales microvasculaires cérébrales primaires et modéles de BHE in
vitro
L’isolement de cellules endothéliales microvasculaires cérébrales humaines est difficile a cause de
'accessibilité aux échantillons cérébraux humains frais. Nous avons obtenu des échantillons de
deux sources différentes (NeuroBrainBiobank et Fidelis) provenant de donneurs décédés. Dans les
deux cas, les cellules obtenues n’avaient pas le phénotype endothélial attendu mais étaient ou
évoluaient vers des péricytes en culture. Le protocole peut étre remis en question. Cependant ce
protocole a été utilisé et validé pour la production de cellules endothéliales microvasculaires
cérébrales de primates (96) et de souris avec le bon phénotype. On peut donc s’interroger sur la
provenance de |'échantillon de départ. En effet, les cellules endothéliales microvasculaires
cérébrales humaines utilisées par Brainplotting™, que nous avons caractérisées, ont montré un
phénotype endothélial robuste dans le temps. Le protocole d’isolement des cellules est identique
au nobtre (91,324). La différence majeure est que les échantillons de cerveaux humains sont

prélevés lors de résections de chirurgie donc sur des donneurs vivants.

Nous avons utilisé les cellules hCMEC/D3 (93) qui est une lignée de cellules endothéliales
microvasculaires cérébrales humaines immortalisées. Ces cellules sont faciles a entretenir et sont
disponibles en quantité importante. L’inconvénient est le manque de jonctions serrées qui a pour

conséquence un fort passage paracellulaire (330).

Nous avons essayé de développer des modeles de BHE in vitro souris mais le rendement de
production des cellules endothéliales microvasculaires cérébrales de souris est trop faible pour étre

exploité. Nous n’avons pas poursuivi la mise en place de ces modéles.
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Nous avons établi des modeles de BHE in vitro a partir de cellules endothéliales microvasculaires
cérebrales de primates (96). Les cellules sont isolées a partir de microvaisseaux extraits de
cerveaux de singes frais. Les cellules sont cultivées en présence de puromycine pour enrichir la
culture en cellules endothéliales (91) en éliminant les cellules astrocytaires et péricytaires. Les
cellules ont été caractérisées au cours de la culture. Nous isolons et amplifions les cellules avant
de les congeler. Ensuite nous les décongelons au fur et a mesure des besoins. Nous les avons
caractérisées a plusieurs étapes de la culture pour s’assurer de leur phénotype au moment de leur
utilisation. En effet, il a été démontré dans des modéles de rongeurs, la régulation a la baisse de
certains transporteurs ou protéines de jonctions serrées (92,113,225,344). Dans notre modele,
aprés un passage, les cellules endothéliales microvasculaires cérébrales de primates gardent une
bonne expression des protéines de jonctions serrées telles que CLDN5, OCLN, JAM. Nous avons
également montré que les mesures de TEER sont améliorées par la présence d’astrocytes dans le
fond du dispositif de Transwell®. Nous avons caractérisé les cellules par RNAseq et nous avons
trouvé que les transporteurs ABCG2, ABCB1 et ABCC4 sont les plus abondants chez le primate et
que cette expression est maintenue en culture. Cela soutient les résultats d’études précédentes
(207,248,257). Nous avons également identifié les transporteurs SLC les plus abondants chez le
primate : SLC2A1, SLC7A5, SLC7A1, SLC3A2, SLCO2B1 et SLC38A5. Ce qui confirme les études
précédentes (207,210,225,296). L'expression de ces transporteurs reste stable in vitro, excepté
pour SLC7A5 et SLC38A5, ce qui pourrait compromettre des études de LAT1 sur ce modéle. Dans
cette étude nous avons comparé le transcriptome des cellules obtenues a partir de différentes
régions du cerveau de primate ce qui n'avait jamais été fait auparavant. Nous avons compare les
cellules du cervelet, cortex, hippocampe, striatum et tronc cérébral. Nos résultats montrent une

structure plutét homogéne de la BHE quel que soit la région du cerveau d’origine des cellules.

Nous avons utilisé deux types de cellules pour la mise en place de modéles de BHE in vitro : les
hCMEC/D3 et les cellules endothéliales microvasculaires cérébrales primaires de primates.

Nous avons mis en place le modele de « pulse-chase » (195) qui utilise les hCMEC/D3 en
s’affranchissant du passage paracellulaire. Ce modéle sélectionne les anticorps qui se lient aux
cellules et qui sont relargués dans le compartiment basolatéral. Nous avons également mis en place
le modele de transcytose classique (96,107,109,112) ou la perméabilité apparente d’'un anticorps
cible est mesurée dans le méme Transwell® qu’un anticorps contréle. Cet anticorps est le garant
de I'étanchéité du Transwell®. Cela permet de contrdler qu’il n'y a pas de passage paracellulaire
possible lors de I'expérience. Ce passage pourrait étre lié a un défaut du tapis cellulaire, a une
désorganisation des jonctions serrées ou a une diminution de lI'expression des protéines de

jonctions serrées liée a la culture ou a lincubation des cellules avec les anticorps testés. Ces
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modeéles nous donnent une indication de transport relative et permettent de classer les anticorps les
uns par rapport aux autres. Il est difficile de comparer les résultats obtenus d’'un méme anticorps
dans des modéles différents. En effet, la qualité des modéles et leurs caractéristiques intrinséques
sont trés dépendantes des cellules utilisées (notamment de leur phénotype et de I'espéce) (121). Il
y a des variations d’expressions protéiques entre espéces et certaines seront a privilégier en
fonction des cibles étudiées (258).

Les modéles de BHE in vitro en Transwell® sont les plus simples et les moins colteux a développer.
Cependant, ces modéles statiques ne prennent pas en compte la contrainte de cisaillement liée au
flux sanguin et subie par les cellules dans les microvaisseaux in vivo (34,112,135). Nous avons
donc commencé a implémenter le modéle dynamique de Mimetas (133,134). Nous I'avons mis en
place avec les cellules hCMEC/D3 en espérant améliorer le phénotype endothélial microvasculaire
cérebral (130). Ce modeéle semble imperméable a un anticorps contrdle qui ne parait pas transporté
a travers les cellules hCMEC/D3 de fagon active. Les étapes suivantes vont étre une étude de
transport avec un anticorps cible et un anticorps contréle afin de mesurer et comparer les
perméabilités apparentes de chacun. |l faudra également évaluer si le modeéle peut étre mis en place
facilement avec des cellules endothéliales microvasculaires cérébrales primaires de primates et

éeventuellement en co-culture ou tri-culture (133).

Les modele de BHE in vitro peuvent poser plusieurs problemes. Premierement, le but étant de faire
traverser des biothérapeutiques pour cibler des pathologies dans le cerveau (197,232), il faudra
envisager des modéles in vitro de BHE pathologiques. C’est un des objectifs de I'lMI IM2PACT a
laquelle nous participons. L'utilisation de modéles animaux de pathologies est souvent difficile, en
particulier dans le domaine des neurosciences (345,346). Le niveau de protéine du récepteur qui
médie la transcytose et la fonction d'internalisation doivent étre préservés dans la maladie ciblée.
Un exemple a été verifié avec TFRC pour les neuropathologies AB en utilisant a la fois des modeéles
amyloides transgéniques de souris et des échantillons post-mortem de cerveau humain (347).
Deuxiemement, I'utilité des modeles BHE in vitro n’est avérée que s'’ils permettent une prédiction
des modéles in vivo. Or, si la transposition des résultats des modeles de BHE in vitro se fait
relativement bien avec les petites molécules (339,340), elle est beaucoup plus complexe avec les

biothérapeutiques (341).

Quelques récepteurs comme le TFRC ou I'InsR sont utilisés aujourd’hui pour transporter par
transcytose des protéines dans le cerveau (348). Ces récepteurs sont capables de faire traverser
la BHE a des anticorps qui les reconnaissent. Notre objectif était d’identifier de nouveaux récepteurs

capables de faire de la transcytose avec des anticorps. Nous avons utilisé deux stratégies distinctes
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afin de trouver un nouveau récepteur spécifique du cerveau qui soit capable de médier la

transcytose a travers la BHE.

4.3 Stratégie transcriptomique

La stratégie décrite ici découle de résultats établis par I'lMI COMPACT. Des études
transcriptomiques de cellules endothéliales microvasculaires cérébrales humaines ainsi que des
analyses protéomiques ont été réalisées pour sélectionner des transcrits enrichis dans le cerveau
comparé a la périphérie (comme le foie, le poumon et le rein). Une analyse des séquences a permis
de sélectionner des protéines membranaires avec une forte homologie humain/souris. Cette
analyse a abouti a plusieurs cibles dont ITM2A (349). Le COMPACT a développé des anticorps
monoclonaux pour I'étude de cette cible. Identifiés par le criblage d’'une banque de phage affichant
des fragments scFv d’anticorps, les anticorps sont cross-réactifs humain/souris (243). Aprés des
expériences d’internalisation dans des lignées stables, surexprimant ITM2A humain et souris, que
nous avons générées, nous avons voulu tester nos anticorps dans des cellules endothéliales
microvasculaires cérébrales. Nous nous sommes appuyés sur une publication qui montre une
détection de la protéine ITM2A par Western Blot (349). Nous n’avons pas pu reproduire ces résultats
et identifier la protéine ITM2A endogéne dans nos échantillons. Malgré une détection de la protéine
par spectrométrie de masse, les anticorps anti-ITM2A n’ont pas été transportés dans le modéle de
BHE in vitro de Brainplotting™. Vu la complexit¢é des phénoménes biologiques et
pharmacodynamiques, et la transposition des modéles de BHE in vitro au modéles in vivo n’étant
pas toujours acquise (341), nous avons préféré tester cet anticorps dans un modeéle de souris in
vivo. L’anticorps anti-ITM2A injecté en périphérie n’a pas été retrouvé dans le cerveau de souris, ce
qui a finalement confirmé les résultats de transport in vitro (350). Pour finaliser les conclusions de
notre étude, des expériences d'immunohistochimie permettraient de confirmer la présence d'ITM2A
et de vérifier sa localisation sur les microvaisseaux dans des coupes de cerveaux de souris. |l serait
intéressant de vérifier si nous observons une colocalisation avec la P-gp. Cela signifierait une
expression d’ITM2A luminale et pourrait répondre a ce critéere de cible pour le transport vers le
cerveau. A ce stade de notre étude, nous ne savons pas si le défaut d’exposition des anticorps anti-
ITM2A dans le cerveau est lié au manque d’expression de la protéine cible, a une accumulation
dans les cellules endothéliales ou un recyclage dans le plasma li¢ a une expression d'ITM2A

seulement luminale ou enfin aux propriétés intrinseques des anticorps généreés contre ITM2A.

Dans I'étude du COMPACT, ITM2A n’avait pas été retrouvé dans les études de protéomique. Nous
avions interprété cela par le fait qu’il avait fallu faire un passage supplémentaire des cellules pour
obtenir suffisamment de protéines et que ce passage avait pu diminuer I'expression des protéines
importantes pour la barriere comme c’est parfois le cas (96,113,121,225,226,351). Nos résultats
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illustrent qu’il N’y a pas toujours de corrélation entre la quantité de transcrit et la quantité de protéines
associées (242,352). ITM2A est sorti comme géne enrichi dans le cerveau dans plusieurs études
transcriptomiques (18,223,243,351) et dans I'analyse faite par MacKenzie donnant lieu a la base de
données BRETIGEA (221). Mais il n’est pour I'instant pas décrit dans une étude protéomique de

recherche de cibles enrichies dans le cerveau.

Notre travail a permis de générer et valider des outils pour I'étude d’'ITM2A. L’anticorps anti-ITM2A
monoclonal, cross-réactif humain/souris pourra étre utile afin d’étudier la fonctionnalité de cette
cible. Nos résultats permettent d’alerter la communauté scientifique sur la faible abondance de la
protéine ITM2A dans le cerveau. C’est une des propriétés nécessaires a la validation d’'un récepteur
médiant la transcytose (163,201) auquel cette cible ne répond pas. De plus les expériences in vivo
chez la souris n’ayant pas démontré la capacité de notre anticorps a traverser la BHE, ITM2A n’est
probablement pas une bonne cible pour médier la transcytose.

4.4 Stratégie immunisation

Cette stratégie a consisté a immuniser des souris avec des cellules endothéliales microvasculaires
cérébrales de primates. Les anticorps obtenus ont été criblés et sélectionnés sur leur capacité a se
lier et a s’internaliser dans les cellules de primates et humaines. Les anticorps se liant aux cellules
hCMEC/D3 ont ensuite été évalués dans trois modeles de BHE in vitro. La déconvolution de ces
anticorps a montré qu’ils étaient en majorité dirigés contre des intégrines 31 avec deux d’entre eux
reconnaissant Activated Leukocyte Cell Adhesion Molecule (ALCAM) et la Striatine 3. Ces deux

derniéres cibles n'ont pas été poursuivies pour les raisons suivantes :

ALCAM ou CD166 joue un role majeur dans l'infiltration des tumeurs cérébrales par les lymphocytes
T (353). Il a été rapporté que des anticorps anti-ALCAM inhibent la diapédése des monocytes a
travers la BHE (354).

La striatine 3 (SG2NA) est une protéine de 780 acides aminés. Les striatines se localisent dans
plusieurs compartiments cellulaires, la membrane plasmique, les mitochondries, le réticulum
endoplasmique, le noyau et le lysosome. Cette protéine est essentiellement intracellulaire et n'a pas
de domaine extracellulaire (355). Par ailleurs cette cible n’a pas été validée par une technique
orthogonale de recherche de cible (Retrogenix).

Les intégrines sont des protéines transmembranaires impliquées dans I'adhésion des cellules a la
matrice extracellulaire (356). Elles sont ubiquitaires. Nous avons analysé la littérature et trouvé
plusieurs éléments qui montrent que les intégrines sont impliquées dans des phénomeénes
d’internalisation de nanoparticules (325,357-360), de billes (361), de phages (362,363) ou de
cellules (315,364). Les bactéries (314,315,364—-372) et les virus (313,373) peuvent étre internalisés
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par des mécanismes impliquant les intégrines. La transcytose de cellules (374,375), de
nanoparticules (376—378), de bactéries (379) ou de virus (380) est aussi parfois associée dans la
littérature avec les intégrines mais il s’agit essentiellement de cellules épithéliales. Seuls cing
articles (318,362,363,381,382) rapportent des phénoménes de transcytose via les intégrines dans
les cellules endothéliales. Mais nous n’avons trouvé aucun précédent d’anticorps anti-intégrines
faisant de la transcytose a travers les cellules endothéliales. On trouve sur le marché quelques
anticorps monoclonaux reconnaissant des intégrines : Natalizumab (383) (a4p1, Sclérose multiple),
Abciximab (allbp3a, Thrombose) et Efalizumab (aLB2, Psoriasis) (384). Quelques-uns sont a divers
stades de développement clinique. Trois anticorps anti-B1 OS296661 (anti-B1), MINT1526A62 (anti-
a5p1) et M100 (volociximab) (anti-a531) actuellement en développement en oncologie sont

pertinents pour nos études. Nous avons pu en obtenir 0S2966 par production en interne.

Nous avons essayé d’analyser la douzaine d’anticorps anti-intégrines obtenus ainsi qu’une sélection
d’anticorps anti-intégrine 31 commerciaux ou décrits, pour essayer de comprendre le facteur qui
permettait la transcytose : la liaison spécifique a un ou plusieurs monoméres ou hétérodiméres n’'a
pas permis de rationaliser les résultats. Nous savons que les intégrines ont des signalisations et
des fonctions différentes selon I'état d’activation dans lequel elles se trouvent (385,386). Certains
anticorps peuvent reconnaitre un état d’'une intégrine mais pas obligatoirement un autre état de la
méme intégrine (387). Nos études n’ont pas permis d’associer la transcytose a un état particulier
d’activation de I'intégrine. A ce jour, aucun anticorps anti-intégrine n'a montré une exposition accrue
au cerveau ou une capacité de libération cérébrale. Nos travaux mettent en évidence une série
d’anticorps qui font de la transcytose in vitro. Celui qui a le mieux performé dans les cing modéles
in vitro dans lesquels nous les avons évalués, le 4F2, reconnait les protéines recombinantes a3, 1,
a3B1, a4PB1 et a5B1. Cette meilleure performance ne s’explique pas par la reconnaissance de
plusieurs sous unités alpha car des anticorps commerciaux ayant les mémes propriétés n'ont pas
montré de transcytose. Pour le confirmer totalement, il faudrait vérifier si les capacités de
transcytose de cet anticorps sont préservées dans des cellules transfectées avec des siRNA a3, a5
et/ou 1. Une charge positive plus élevée n’est pas non plus a l'origine de la meilleure transcytose
du 4F2. En effet, 'analyse du point isoélectrique de ces anticorps anti-intégrines montrent que le
4F2 a le pl le moins basique. Cela ne va pas dans le sens de la facilitation du passage cellulaire car

cet anticorps n’est pas chargé positivement au pH cellulaire physiologique (42).

L’analyse de la séquence peptidique linéaire de cet anticorps 4F2 ne met pas en évidence le peptide
RGD de reconnaissance aux intégrines qui facilite la trancytose (388-393).

Notre étude illustre une nouvelle stratégie de recherche de nouveaux mécanismes pour traverser

la BHE. Elle a permis de trouver des anticorps anti-intégrines originaux qui font de la transcytose in
269



vitro. Cette étude a quand méme plusieurs limites. Pour démontrer quel binding a quelle sous unité
ou quel état d’activation de l'intégrine est déterminant dans la transcytose, outre les études de
siRNA évoquées ci-dessus, on pourrait envisager des expeériences de transcytose dans des
tampons favorisant certains états d’activation des intégrines pour déterminer si un état est
prépondérant pour la liaison de I‘anticorps avec l'intégrine (385,394). On pourrait également faire
de I'épitope mapping ou utiliser la technologie Cryo-EM pour déterminer quelle est la région de
l'intégrine reconnue par I'anticorps et si elle est déterminante pour les capacités de transcytose de
I'anticorps (394—-396).

L’absence de cross-réactivité aux intégrines de souris n’a pas permis de valider totalement le
mécanisme par une étude de PK chez la souris pour montrer des expositions cérébrales. Des
ingénieries d’anticorps par phage display sont envisageables pour trouver des anticorps cross-
réactifs humain souris reconnaissant la méme cible. Par ailleurs, le fait d’avoir obtenu des anticorps
anti-intégrines qui font de la transcytose a travers des modéles de BHE in vitro ne résout pas la
question de I'expression spécifique dans le cerveau. Les intégrines sont des protéines ubiquitaires
comme tous les mécanismes connus aujourd’hui pour faire de la transcytose. Pour orienter vers
des mécanismes plus spécifiques du cerveau, cette étude pourrait étre améliorée avec une étape
supplémentaire de sélection vis-a-vis de tissus périphériques comme décrit par Shusta et al (293).

Cette étape devrait étre insérée avant le criblage d’internalisation.

4.5 Conclusions

Le domaine de la BHE est trés étudié mais comprend encore de nombreux défis a relever.

Pour faciliter les études pharmacocinétiques in vivo, ou pour pouvoir faire un criblage in vivo, il serait
intéressant d’améliorer le systéme de détection du passage in vivo de la BHE. Demeule et al en
2014 ont fusionné la neurotensine a ’Angiopep2 qui franchit la BHE par liaison au récepteur médiant
la transcytose LRP1 (397). Le franchissement de la BHE par la neurotensine provoque une baisse
de la température corporelle des animaux. Cela permet de savoir de fagon certaine que le
biothérapeutique a atteint le cerveau. Wouters et al ont récemment publié une étude avec des

nanobodies ciblant le TFRC et fusionnés a la neurotensine (398).

Aprés 4 ans de travail, nous avons des pistes a suivre pour découvrir de nouveaux RMT capables
de faire de la transcytose a travers la BHE. Jusqu'a présent, les mécanismes identifiés pour
améliorer I'exposition des biothérapeutiques dans le cerveau sont exprimés de maniére ubiquitaire,
entrainant une exposition dans les tissus périphériques. L'identification des mécanismes
spécifiques au cerveau reste un objectif non atteint jusqu’a présent. Une fois qu'il sera identifié, il

restera encore plusieurs points a étudier. Il faudra vérifier la sécurité liée au récepteur visé pour le
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transport et ensuite celle de la cible dans le cerveau et éventuellement en périphérie. On ne sait

pas si 'augmentation de I'exposition cérébrale a un biothérapeutique est complétement sire.

Ce domaine thérapeutique nécessite une grande évolution des traitements car il reste un énorme
besoin médical pour des patients sans solutions thérapeutiques : les personnes atteintes de
maladies neurodégénératives, de glioblastomes ou de cancer présentant une évolution avec des
métastases cérébrales comme les cancers du sein, du poumon et les mélanomes. Les initiatives de
partage de projets et de technologies telles que les IMI comme 'TM2PACT permettent des avancées
et des mises en commun de connaissances. |l faut avancer dans ce sens pour faire progresser les

connaissances de la BHE.
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