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THE USE OF LASER MICRODISSECTION AS AN
EFFECTIVE TOOL FOR ANATOMO-FUNCTIONAL
ANALYSIS OF THE BLOOD-CEREBROSPINAL
FLUID BARRIER

The central nervous system (CNS) is protected from the general circulation
by two barriers, the blood-brain barrier (BBB) and the blood-cerebrospinal
fluid (CSF) barrier. The blood-cerebrospinal fluid barrier (BCFSB) separates
the blood from the CSF. It is located in the choroid plexus (CP) and in the
arachnoid. It is composed of the endothelial and epithelial cells of the CP,
which are highly conserved structures at the phylogenetic and ontogenetic
level, located in the cerebral ventricles. The epithelial tissue at this level is
monostratified, cubiform, highly vascularized (blood flow ~10 times higher
than in the cerebral cortex) and covered with apical microvilli. The endothelial
cells of the CP are fenestrated whereas the epithelial cells are linked together
by tight junctions, giving this interface the barrier-like phenotype. The CP are
responsible for the production of CSF, but also participate in the secretion of
molecules and the reabsorption of substances from the CSF. These properties
suggest a role for these structures in controlling cerebral homeostasis, and
their alteration could be at the origin of the pathophysiology of neurologic
or neurodegenerative diseases such as Alzheimer’s disease. In practice, the
anatomical and functional study of the CP is not simple. Immunohistological
approaches, although informative, are not conclusive due to the nature of
the tissue. Indeed, the CP float in the CSF of the ventricles and on histological
sections they appear folded on themselves. We propose the use of laser
microdissection as a high-resolution method for locating and sampling these

structures, in order to quantify the expression of key proteins in the functioning
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of the BCSFB, in particular tight junction proteins (Z0O-1, claudins) and transport
proteins (SLC and ABC proteins). In conclusion, the use of laser microdissection
seems to be an efficient and complementary method to immunohistology for

assessing alterations in the BCSFB in pathological conditions.
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Laser microdissection.

Le systéme nerveux central (SNC) est protégé de la circulation générale
par deux barriéres, la barriére hémato-encéphalique (BHE) d'une part et Ia
barriére hémato-liquidienne (BHL), d’autre part. La BHL sépare le sang du
liquide céphalo-rachidien (LCR). On la retrouve au niveau des plexus choroides
(PC) et de I'arachnoide. Les PC sont des structures fortement conservées au
niveau phylogénétique et ontogénique, se trouvant au niveau des ventricules
cérébraux. Le tissu épithélial est, a ce niveau, monostratifié, cubiforme,
fortement vascularisé (flux sanguin ~10 fois plus élevé qu’au niveau du cortex
cérébral) et couvert de microvillosités apicales. Les cellules endothéliales des
PC sont fenétrées tandis que les cellules épithéliales sont, & ce niveau, liées
entre elles par des jonctions serrées étanches, qui conférent a cette interface
un phénotype de barriere. Les PC sont responsables de la production de LCR,
mais participent également a la sécrétion de molécules et a la réabsorption
de substances provenant du LCR. Ces propriétés suggeéerent un réle de ces
structures dans le contréle de 'homéostasie cérébrale et leur déreglement
pourrait étre a l'origine de la physiopathologie de maladies neurologiques
ou neurodégénératives telle que la maladie d'Alzheimer. Dans la pratique,
I'étude anatomo-fonctionnelle des PC n‘est pas simple. Les approches
immunohistologiques, bien quinformatives, ne sont pas concluantes,
notamment en raison de la nature méme du tissu. En effet, les PC flottant dans

le LCR des ventricules, ils apparaissent souvent repliés sur eux-mémes sur des
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coupes histologiques. Nous proposons |'utilisation de la microdissection laser
comme méthode & haute résolution pour la localisation et le prélevement
de ces structures, afin de quantifier I'expression des protéines clés dans le
fonctionnement de la BHL, notamment les protéines de jonctions serrées (ZO-
1, claudines) et de transport (protéines SLC et ABC). En conclusion, I'utilisation
de la microdissection laser semble étre une méthode adaptée, efficiente et
complémentaire a I'immunohistologie pour I'évaluation des altérations de la

BHL dans des conditions pathologiques.

MOTS CLES

Barriere hémato-liquidienne, Maladie d'Alzheimer, Microdissection laser,

Plexus choroides.

Afin de garantir 'homéostasie et le bon fonctionnement du systéme nerveux
central (SNC), les échanges (énergétiques, ioniques, moléculaires) entre le
sang et le cerveau doivent étre finement régulés. Pour ce faire, deux principales
interfaces assurent un réle de barriére, permettant d’isoler le cerveau de la
circulation générale. Il s'agit de la barriére hémato-encéphalique (BHE) d’'une
part, qui régule les échanges entre le sang et le liquide extracellulaire cérébral
(LECC) dans lequel baignent les cellules neuronales et gliales, et la barriére
hémato-liquidienne (BHL) d'autre part qui régule les échanges entre le sang
et le liquide céphalo-rachidien (LCR) [1] (Figure 1).

La BHE est située au niveau des cellules endothéliales des capillaires cérébraux
(CECCs). La BHL est située d’'une part au niveau de l'arachnoide et en
particulier des villosités arachnoidiennes qui forment des saillies dans le sinus
sagittal supérieur (sinus veineux), que I'on appelle BHL arachnoidienne (BHL
externe) et d'autre part au niveau des plexus choroides (PC ; BHL interne). Le
phénotype de barriére de la BHE et de la BHL résulte d'une part de la présence
de jonctions serrées (JS) étanches, que I'on retrouve au niveau des CECCs,

de I'épithélium des PC et des cellules arachnoidiennes, et d'autre part de
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Figure 1. lllustration schématique des barriéres cérébrales. La barriere hémato-encéphalique

(BHE) et la barriére hémato-liquidienne (BHL) protégent le systéme nerveux central de la circulation
générale. La BHE (en bas et a droite de la figure) est située au niveau des cellules endothéliales des
capillaires cérébraux et régule les échanges entre le sang et le liquide extracellulaire cérébral. La BHL
régule les échanges entre le sang et le liquide céphalo-rachidien. La BHL externe ou barriere héma-
to-arachnoidienne (en haut et & gauche de la figure) est située au niveau des cellules épithéliales
arachnoidiennes. La BHL interne est située au niveau de I'épithélium des plexus choroides (en haut

et & droite de la figure). Fait avec BioRender.

I'expression de récepteurs et transporteurs membranaires qui participent a
la distribution des molécules dans les différents espaces liquidiens cérébraux
(sang, LCR, LECC et liquide intracellulaire cérébral — LICC) [1-5]. La surface
d’échange de la BHL est plus faible que celle de la BHE. Cependant, les
échanges moléculaires entre le LCR et le sang sont importants et nécessaires
pour protéger et détoxifier le cerveau. Ces barrieres cérébrales jouent donc un
réle privilégié dans la distribution cérébrale des molécules exogénes, tels que
les médicaments, mais aussi endogénes tels que les nutriments, les stérols,

certains peptides ou encore les hormones. Elles sont ainsi associées a la
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physiopathologie de plusieurs maladies neurologiques, neuropsychiatriques
et neurodégénératives. Il est donc nécessaire de pouvoir réaliser des études
anatomiques, moléculaires et biochimiques de ces barriéres. Plusieurs
méthodes existent pour isoler les microvaisseaux cérébraux [6], siéges de la
BHE, mais aussi pour isoler les différentes cellules de I'unité neuro-vasculaire
(UNV), & savoir les CECCs, les péricytes, les astrocytes, les cellules microgliales
et les oligodendrocytes [7-10]. Ces méthodes permettent une étude assez
compléte de la BHE et de I'UNV. En revanche, I'étude de la BHL s'avere plus
complexe, du fait notamment de la nature méme du tissu la composant et
de sa localisation. Des méthodes de dissection des PC sur tissus frais ont été
décrites dans la littérature [11,12]. La résolution temporelle de ces méthodes
dépend fortement de I'habilité des expérimentateurs et peuvent étre réalisées
a froid afin de limiter I'impact sur la qualité des biomolécules extraites en vue
de réaliser des études de type -omiques. Cependant, I'étude individuelle des

différents types cellulaires composant les PC est limitée par ces méthodes.
Barriere hémato-liquidienne : structure et fonction

1. BHL arachnoidienne (externe)

La membrane arachnoidienne est constituée de cellules épithéliales liées
entre elles par des jonctions serrées ; elle sépare le LCR contenu dans l'espace
sous-arachnoidien de la dure mére. Par endroit, la membrane arachnoidienne
forme des villosités qui saillent dans le sinus sagittal supérieur, permettant
alors des échanges entre le LCR contenu dans la villosité et le sang veineux
du sinus sagittal supérieur (Figure 1). Cette interface est appelée la BHL

arachnoidienne ou encore BHL externe [13-16].

2. BHL des plexus choroides (interne)

Bien qu'il s‘agisse de la principale interface d’échange entre le sang et le LCR
[17], les PC situés dans les ventricules cérébraux (latéraux, troisiéme et quotriéme),
sont encore assez peu étudiés par rapport & d’autres structures du SNC (Figure 2).
Cependant, l'intérét pour la BHL grandit depuis que plusieurs études ont

mis en évidence son rdle dans la neuroinflammation et la pathogenése de
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plusieurs maladies neurologiques et neurodégénératives (pour revue, voir
[18]). D'un point de vue anatomo-morphologique, les PC sont composés de
tissus convolutés de nature épithélio-endothéliale présentant un stroma tres
vascularisé et du tissu connectif. Dans le stroma, les capillaires provenant des
branches antérieures et postérieures des arteres choroides sont entourés de
tissu connectif et communiquent avec des cellules immunitaires résidentes.
Cette population de capillaires, a la différence des capillaires parenchymateux
qui constituent la BHE, présente des fenestrations de 60-80 nm et ne présente
donc pas de JS, ce qui rend les capillaires perméables a ce niveau [19,20].
Ainsi, le plasma peut étre transporté rapidement vers l'interstice des PC par
pression hydrostatique et faire face alors aux cellules épithéliales qui, par
la présence de JS (occludines, claudines et zonula-occludens) & leur pole
apical, conferent le phénotype de barriere a la BHL interne. La monocouche
épithéliale des PC est constituée de cellules cubiformes. Elles sont dans la
continuité de I'épendyme ventriculaire et présentent des microvillosités au
niveau du pdle apical, permettant d’augmenter leur surface d’échange. Les
PC sont en interaction avec des cellules résidentes a activité phagocytaire,
appelées cellules de Kolmer, qui peuvent adhérer aux cellules épithéliales sur
leur face ventriculaire [18].

Les PC sont les principaux responsables de la production de LCR, qui est
d’environ 600 mL par jour chez ’'Homme (0.2 mL/min x g de tissu). Le processus
de sécrétion de LCR parles PC est fortement dépendant du gradient osmotique
créé par I'épithélium (transport d'ions HCO,-, Na*, CI- et K*) et qui facilite le
mouvement d'eau via des aquaporines ou pdr passage paracellulaire. Le
fonctionnement de la pompe Na*-K* ATPase, localisée dans le pdle apical
des cellules épithéliales, est fortement lié a la production de LCR au niveau
des PC, comme démontré a partir de l'utilisation d’'inhibiteurs spécifiques.
Aussi, le transport de ClI- est couplé au transport de cations (Na* et/ou K*) par
co-transporteurs de la famille SLC (solute-carrier ; SLC12) localisés au niveau
des deux podles des cellules épithéliales des PC. Le transport de HCO,™ est aussi
trésimportant dansle processus de sécrétion de LCR et plusieurs transporteurs
de la famille SLC4 semblent participer au contréle de la régulation du pH

intracellulaire de I'épithélium (pour revue, voir [21]).
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Figure 2. lllustration schématique de la localisation anatomique et de la morphologie des

plexus choroides chez la souris. (A) Les plexus choroides (PC) flottent dans le liquide céphalorachi-
dien (LCR) dans les ventricules cérébraux. Ainsi, les PC chez la souris sont facilement identifiables
a partir de coupes coronales cérébrales. (B) Microphotographie des PC de souris aprés co-immu-
no-marquage anti-IBA1 (vert ; microglie et cellules de Kolmer) et anti-ZO-1 (rouge ; jonctions ser-
rées). L'image a été acquise a partir d'un microscope équipé d'un ApoTome.2 ZEISS Axio Imager.Z2
et une caméra Hamamatsu C11440 (Zeiss, Allemagne). (C) Les cellules endothéliales des capillaires
des PC sont fenétrées et ne présentent pas de jonctions serrées. C'est la monocouche de cellules
épithéliales cubiformes qui apporte le phénotype de barriére a la BHL interne gréce & I'expression de

jonctions serrées. Fait avec BioRender.

Concernant le phénotype de barriére de la BHL, les mécanismes d’échanges
moléculaires sont sélectifs et restrictifs. Différents types de protéines
transmembranaires participent au transport de molécules endogénes et

exogeéenes entre le sang et le LCR. On retrouve des récepteurs appartenant
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notamment & la famille LRP (Lipoprotein receptor-related protein) tels que
LRP1 et LRP8, mais aussi le récepteur FRa (Folate receptor o) ou encore TfRI
(Transferrin receptor 1). Des transporteurs membranaires appartenant aux
familles ABC (ATP-binding cassette) et SLC sont aussi retrouvés au niveau de
la BHL [2,18,22]. Ces transporteurs et récepteurs participent au maintien de
la balance homéostatique cérébrale en condition physiologique mais aussi
a la protection du cerveau vis-a-vis de molécules potentiellement toxiques,
soit en empéchant leur entrée cérébrale soit en favorisant leur clairance.
Ainsi, la BHL participe @ la clairance cérébrale du peptide Ap impliqué dans
la physiopathologie de la maladie d’Alzheimer [23]. On voit donc que la
présence de transporteurs/récepteurs spécifiques et la capacité d'adaptation
morphologique unique des PC, telle que leur forme convolutée particulierement
adaptée a leur état « flottant » dans le LCR ventriculaire, conférent & la BHL
interne un réle prépondérant dans le contréle de I'homéostasie cérébrale.
La BHL pourrait ainsi participer a la physiopathologie de certaines maladies
cérébrales, notamment celles dans lesquelles la clairance cérébrale de

protéines anormales est altérée.

Problématique méthodologique dans|'étudedelabarriére
hémato-liquidienne chez le rongeur

Le développement de modeéles animauyx, le plus souvent murins, pour I'étude
de pathologies a pris ces derniéres décennies une place prépondérante
dans I'étude des aspects étiologiques et physiopathologiques des maladies
cérébrales, notamment neurodégénératives. Comme évoqué précédemment,
des altérations des barriéres cérébrales pourraient participer & I'apparition et/
ou au développement de ces pathologies. Des méthodologies expérimentales
sontdonc nécessaires pour pouvoir étudier I'intégrité physique et fonctionnelle
des barriéres cérébrales sur ces modéles animaux. La BHL interne a la
particularité anatomique de se trouver dans un espace liquidien, le LCR, dans
lequel flottent les PC, rendant leur étude histologique et structurelle complexe.
Des méthodes consistent & prélever, sous loupe binoculaire, les PC [11]. Cette

méthode est largement utilisée pour étudier I'expression, la fonction et la
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régulation cellulaire de diverses protéines & partir d’analyses —omiques (e.g.
RT-gPCR, Western Blot..). D’autres méthodes comme I'hybridation in situ &
fluorescence (FISH) et la transcriptomique spatiale permettent I'analyse
des éléments structuro-fonctionnels des PC, leur coult étant la limitation la
plus directe pour son application. Des approches immunohistologiques sur
cerveau entier sont également utilisées afin d’étudier les acteurs protéiques
de la BHL d'un point de vue qualitatif et/ou quantitatif [20]. Cependant,
I'immunohistologie n’offre qu'une vision partielle des PC. En effet, sur les
coupes histologiques, les PC apparaissent repliés sur eux-mémes, parfois
comprimeés et endommageés, disposés sur le tissu parenchymateux qui les
entoure (Figure 3).

Ces problémes sont la source d'artefacts et d'imprécisions lors du marquage
des antigénes ciblés et par conséquent, constituent un biais aussi bien
qualitatif que quantitatif, pouvant nécessiter une augmentation du nombre
d’échantillons pour atteindre une puissance statistique satisfaisante. Cette
limitation est d'autant plus problématique que les études sont souvent
réalisées de maniére longitudinale sur des modéles animaux afin d’explorer les
différents stades pathologiques. Le manque de reproductibilité quantitative va
donc avoir un impact a la fois sur le nombre d’animaux utilisé et sur les codlts
expérimentaux. Pour faire face a cette limitation, nous proposons I'utilisation
de la MicroDissection Laser (MDL) [24] comme méthode & haute résolution
pour la localisation et le prélevement des PC, afin d'assurer une quantification
optimale de I'expression d'éléments clés du fonctionnement de la BHL interne.
Méme si les informations apportées par les techniques d'immunohistologie et
de MDL a des fins transcriptomiques ne sont pas directement comparables,
les microdissécats permettent de répondre au besoin d'une quantification
biomoléculaire affinée compte-tenu de la résolution et de la précision de la
méthode. De plus, la méthode d’échantillonnage permet d'associer a la MDL
des approches immunohistologiques classiques en récupérant des coupes
des PC isolés. Autrement dit, notre méthode permet a la fois la récupération
optimale des PC, leur analyse quantitative, notamment transcriptomique et
la réalisation en paralléle d'études immunohistologiques classiques dans

les différentes couches de PC isolés. L'objectif de notre travail est d'une
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Figure 3. lllustration des problémes souvent rencontrés lors de I’'étude des PC a des fins analy-
tiques qualitatives et quantitatives par des approches immunohistologiques. Les images ont été
acquises avec un microscope a fluorescence Olympus Bx51 équipé d'une caméra Olympus DP50
aprés co-immuno-marquage anti-IBA1 (vert ; cellules de Kolmer) et anti-ZO-1 (rouge ; jonctions
serrées). Sur des préparations histologiques, les PC peuvent (A-B) se perdre ou se scinder facile-
ment, ou au contraire, (C-D) se retrouver fortement concentrés et repliés sur eux-mémes sur un
espace ventriculaire limité. (E-F) La nature convolutée du tissu choroidien rend particulierement
difficile la définition de régions d'intérét & des fins comparatives (par exemple, la comparaison des
intensités de fluorescence), car il se trouve souvent superposé sur plusieurs plans de l'image. (G-H)
Les PC apparaissent aussi parfois comprimés et endommagés, ou encore (I-L) disposés sur le tissu

parenchymateux qui les entoure.

part de démontrer la faisabilité et l'intérét anatomo-histologique de notre
approche de MDL pour la localisation et le prélevement des PC de souris,
et d’'autre part de démontrer que notre approche permet la réalisation
d'études transcriptomiques sur des PC de souris saines et pathologiques.
Cette premiére approche vise & valider la technique de MDL sur PC pour
échantillonnage ultérieur individualisé de types cellulaires spécifiques (e.g.
cellules de Kolmer, cellules épithéliales..), dans des limites spatiales plus
difficilement abordables par d'autres approches méthodologiques (e.g.

partie rostrale vs. caudale des PC dans les ventricules latéraux). Nous avons
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utilisé pour cela le modéle murin 3xTg-AD [25]. L'intérét d'utiliser ce modéle
animal de la maladie d’Alzheimer est fondé sur le développement a la fois des
dépbts intracellulaires de protéine Tau hyperphosphorylée (pTau) formant
des enchevétrements neurofibrillaires (pathologie Tau) et des plaques
extracellulaires cérébrales composées d’agrégats de peptide Ap (pathologie
amyloide). Des travaux antérieurs ont mis en évidence des modifications de la

BHE dans ce modéle [26,27] par rapport & des souris contrdles.

1. Animaux et prélevements

Les animaux (contréles C57BL/6JR et modéle 3xTg-AD de la maladie
d’'Alzheimer), males et femelles dgés de 13 semaines ou plus, ont été hébergés a
I’Animalerie Centrale de Besangon, dans un environnement maintenu & 22 + 2 °C
avec une humidité contrdlée et un cycle alternatif de lumiére et d’obscurité
de 12 h. Les souris avaient acceés a la nourriture et a I'eau ad libitum. Toutes
les expériences ont été réalisées dans le respect des regles d'éthique de la
réglementation européenne (210/63/EU) relative aux soins et & I'utilisation des
animaux de laboratoire, et les procédures acceptées par le Comité d’Ethique
en Expérimentation Animale de Besangon (CEBEA-58 ; C-25-056-10 ; projet
MESRI-APAFiS#28240).

2. Préparation des échantillons pour microdissection laser

Aprés une injection intra-péritonéale de pentobarbital (65 mg/kg, Exagon®,
Med'Vet, France) etla perte successive desréflexes,lesanimauxont étésacrifiés
par dislocation cervicale et les cerveaux ont été prélevés, immédiatement
congelés par immersion dans l'isopentane (2-methylbutane, Roth®, Karlsruhe,
Germany) & -74°C et stockés & -80 °C. La congélation des cerveaux sans fixation
est la méthode a privilégier pour la MDL & des fins d’analyse transcriptomique
(ARN messagers), car elle évite des étapes d'extractions agressives qui sont
nécessaires lorsque I'on fixe les cerveaux dans du paraformaldéhyde.

Les cerveaux sont coupés au cryostat (température de chambre de -14 °C et



Revue Frangaise d’'HistoTechnologie 2024 - Vol. 36 - n°l

température de couteau de -16 °C) avec une épaisseur de coupe de 20 um
(MICROM HM 560, Thermo Scientific, France). Une fois les PC visualisés dans
les ventricules cérébraux latéraux, les coupes sont récupérées sur des lames
spécifiques pour la MDL qui ont la particularité de présenter une membrane
en polyéthyléne naphtalate (PEN membrane LCM0522, Excilone, France). Cette
membrane en polymere permet de découper la zone d'intérét a l'aide du
laser Ultraviolet (UV). Les coupes récupérées sur les lames PEN sont ensuite
déshydratées par des bains successifs d’éthanol (95%,100% et 100%) pendant
30 sec & 4 °C. Elles sont ensuite incubées dans du xyléne & température
ambiante (1 min + 3 min ; VWR) sous la sorbonne. Une fois I'excés de xyléne
retiré, la lame est laissée a sécher, sous la sorbonne, a I'abri de la poussiére.
Entre chaque bain successif d'’éthanol et de xyléene, les lames sont rapidement

épongées sur du papier absorbant.

3. Microdissection laser des plexus choroides

Les deux principaux avantages des PC qui en font un tissu particulierement
adapté a l'utilisation de la MDL sont d’'une part leur localisation, et d’autre
part leur visualisation au microscope en absence de coloration. Ainsi, ils sont
facilement repérés dans les ventricules cérébraux, normalement centrés et
dans leur conformation originale car la congélation des cerveaux conserve
le LCR dans lequel ils flottent. Le fait de procéder & la MDL sans coloration
préalable optimise la méthode - en réduisant le temps d’exposition du tissu
aux ARNases et donc - en conservant la qualité des biomolécules.

Une fois les coupes séchées, les lames sont immédiatement placées sous le
microdissecteur. Pour cette expérience, nous avons utilisé un systeme Laser
Capture Microdissection (LCM) ARCTURUS (Excilone, France) qui permet la
récupération des échantillons & partir d'une capsule collectrice (LCM0214
CAPSURE HS LCMCAPS, Excilone, France). Le microdissecteur est associé & un
microscope inversé NIKON ECLIPSE Ti avec une platine motorisée et pilotée
depuis le logiciel ARCTURUS. Apres une étape de scan de la lame, les PC sont
identifiés et la capsule collectrice est placée stratégiquement. Pour celq, le
contour de la région d'intérét est dessiné a I'aide d'un stylet sur une tablette

graphique et des points de « colle » sont disposés a l'intérieur de cette région
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afin de permettre au laser diode Infrarouge (IR, 810 nm) de réaliser I'adhésion
de I'échantillon sur le film thermosensible des capsules collectrices. Le laser
UV (349 nm) découpe alors la membrane en polymére en suivant le contour
préalablement défini, puis les échantillons sont prélevés lors du soulévement

de la capsule collectrice (Figure 4).

4. Transcriptomique : extraction d’ARN pour RT-qPCR et ddPCR

Afin de comparer le transcriptome des échantillons issus de la MDL, c’est-a-
dire des PC, entre les conditions pathologiques (modéle 3xTg-AD de la maladie
d’Alzheimer) et non-pathologiques (animaux contréles C57BL/6JR), une
premiére étape d'extraction des ARNs a été réalisée a partir du Kit d’extraction
PicoPure™ (KIT02204, Arcturus). La quantité d’ARN dans le microdissécat doit
étre suffisante pour étre détectable par fluorimétrie (Qubite, Invitrogen) ou
autre méthode. Cette extraction constitue I'une des étapes limitantes de la
MDL puisqu’elle détermine la quantité de matériel final disponible.

Les microdissécats sont récupérés dans des microtubes adaptés aux capsules
collectrices (6-8 microdissécats par microtube) puis ils sont incubés et lysés
dans du tampon d'extraction pour ARN (50 pL, 30 min & 42 °C). Les lysats
sont centrifugés (2 min & 800 x g) et stockés & -80 °C jusqu'a I'extraction des
ARNSs. Pour I'isolement des ARNSs, des colonnes de purification possédant une
membrane a filtre ont été utilisées. Les colonnes sont d'abord incubées dans
du tampon de conditionnement (250 L, 5 min) puis centrifugées (1 min & 16000 x g).
Les échantillons sont traités & I'éthanol 70% (50 L) avant d'étre transférés
dans des colonnes de purification. Les échantillons sont alors centrifugés
(2 min @100 x g, puis 30 sec a 16000 x g). Des tampons de lavage sont ajoutés
aux colonnes de purification qui sont alors centrifugées 3 fois successivement
(100 pL Tampon de lavage 1,1 min a 8000 x g + 2 min & 16000 x g, puis 100 L
Tampon de lavage 2, 1 min & 8000 x g, et encore 100 uL Tampon de lavage 2,
1 min & 16000 x g). Les colonnes de purification sont ensuite transférées dans
des microtubes de 0,5 mL fournis dans le Kit d’extraction PicoPure™, et les ARNs
élués dans du tampon d‘élution (11 pL). Aprés une minute d’incubation, les
colonnes de purification sont centrifugées (1 min & 1000 x g + 1 min & 16000xg)

afin de récupérer les ARNs totaux et les doser.
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Préparation des échantillons pour microdissection laser

Coupe au cryostat PEN membrane Déshydratation et fixation
Temp. chambre -14°C Coupes coronales 20 pm ( §
Temp. couteau -16°C

; EtOH 95% EtOH 100% EtOH 100%
= 30 sec 30 sec 30 sec
+ J +
B Laisser Xyléne
a sécher 3 min
Microdissection laser des plexus choroides
Identification des cibles Définition de la région d'intérét Adhéssion au film Découpe Colléction du
thermosensible de la membrane microdissécat
Laser IR Laser UV
4 )
) ( )
+ +

Figure 4. Protocole de microdissection laser des plexus choroides pour analyse transcriptomique.
Les cerveaux des souris stockés a -80°C sont placés dans un cryostat avec une température de
chambre de -14°C et une température de couteau de -16°C. Une fois les plexus choroides (PC) visua-
lisés dans les ventricules cérébraux latéraux, des coupes d'une épaisseur de 20 pm sont récupérées
sur des lames PEN LCM0522. Ces coupes sont ensuite déshydratées par des bains d'éthanol crois-
sants de 30 sec d 4 °C, et incubées dans du xylene a température ambiante. L'exces de xyléne est
retiré et la lame est laissée & sécher. Une fois placée sous le microdissecteur, la lame est scannée, les
PC sont identifiés et la capsule collectrice LCM0214 placée stratégiquement. Le contour de la région
d'intérét est ensuite dessiné et des points de « colle » sont disposés afin que le laser diode Infrarouge
adheére I'échantillon sur le film thermosensible. Pour finir, le laser Ultraviolet découpe la membrane
des lames puis les échantillons sont prélevés avec la capsule collectrice. Fait avec BioRender.

Notre protocole de MDL adapté au prélevement des PC nous permet de
récupérer des quantités suffisantes d’ARNs totaux (5 & 8 ng d’ARNs totaux par
uL d’élution) qui peuvent ainsi étre amplifiés et étudiés par des méthodes de
RT-gPCR (quantitative Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction) ou
ddPCR (droplet digital PCR).
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Des expériences de RT-gPCR et de ddPCR ont été réalisées a la Plateforme
Technique d’Epigénétique et Expression Génétique (EPIGENExp - Right) de
Besangon, au Laboratoire Interactions héte-greffon-tumeur et ingénierie
cellulaire et génique de I'Université de Franche-Comté. Nous présentons
dans cet article des résultats préliminaires pour démontrer la faisabilité de
la technique. Nous avons mesuré l'expression de divers éléments clés de la
structure et de la fonction de la BHL interne. La protéine de jonction serrée ZO-1
a été choisie parmi les éléments structurels impliqués dans I'étanchéité de la
BHL. Alors que la famille des claudines est plus représentée parmi les protéines
des JS, des études précliniques ont démontré que l'altération d'éléments
structurels des jonctions adhérentes dans les PC induit la délocalisation de
ZO-1 des JS, en augmentant en conséquence la perméabilité de la barriere
[28]. Le récepteur membranaire LRP-1(Low density lipoprotein receptor-related
protein 1) ainsi qu’un transporteur membranaire de la famille ABC (ABCA2) ont
été choisis en tant qu’éléments fonctionnels de la BHL, impliqués notamment
dans le transport du peptide Ap [29,30]. Dans le cas particulier du transporteur
ABCA2, nos données préliminaires issues d'approches immunohistologiques
montrent sa présence au niveau des cellules épendymaires des ventricules
latéraux et des PC chez le rat, en accord avec une étude réalisée sur du tissu

embryonnaire [31].

Localisation et visualisation des plexus choroides

L'optimisation du protocole de préparation des échantillons pour la MDL
était le principal objectif de notre étude. En effet, la qualité des échantillons
détermine la qualité des biomolécules a analyser, dans notre cas les ARNSs.
Ainsi, le prélevement cérébral apres sacrifice, la vitesse et la méthode de
congélationimmeédiate, ainsi que la préparation des échantillons représentent
les principales étapes limitantes de la méthode & des fins transcriptomiques,
étantdonnéela haute sensibilité des ARNs et la rapidité dlaquelleils se dégradent.
Nous avons appliqué toutes les recommandations standards permettant

la préservation des biomolécules [32], notamment (i) la congélation rapide
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des cerveaux @ une température ne dépassant pas -80 °C afin d'éviter la
bralure des tissus obtenue par exemple lors de leur immersion immédiate
dans de l'azote liquide (-196 °C), et (ii) le nettoyage des outils et dispositifs
a I'éthanol et a l'aide de solutions décontaminantes de type RNAse Zap.
Nous avons également évalué l'apport de la coloration histologique de
nos échantillons pour localiser et visualiser les PC (Figure 5). Des coupes
histologiques contenant des PC ont été & cet effet colorées ou non au crésyl
violet 1% RNAse free (15 sec), ce qui nécessite une étape préalable de fixation
par immersion dans I'éthanol 70% (30 sec) avant d'initier la déshydratation
des tissus comme expliqué précédemment. Comme le montre la Figure 5,
les PC dans les ventricules cérébraux latéraux sont aussi bien identifiés avec
(Figure 5A) et sans coloration (Figure 5B), démontrant que la coloration n'est
pas indispensable a la localisation des PC. L'exclusion de I'étape de coloration
nous a permis d'alléger considérablement le protocole de préparation des
échantillons et de réduire ainsi le temps d’exposition des tissus avant la lyse

pour I'extraction des ARNSs.

Figure 5. Identification et dissection des plexus choroides des souris par microdissection laser.

Notre protocole de préparation des échantillons pour microdissection laser permet d'identifier et de
différencier les plexus choroides (PC) du parenchyme cérébral aussi bien sur des préparations (A)
avec et (B) sans coloration préalable au crésyl violet 1%. Notre protocole permet aussi de réaliser de
nombreux microdissécats (C-D) et de profiter au maximum de la surface de la capsule collectrice.
L'optimisation de notre protocole, en minimisant le temps d’exposition du tissu apres fixation, permet

d’augmenter la quantité des biomolécules d’intérét extraites. Fait avec BioRender.
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Microdissection laser des plexus choroides

Classiguement, les coupes histologiques destinées a étre microdisséquées
ont une épaisseur d'environ 10 um, avec la possibilité de la réduire ou de
I'augmenter |égérement en fonction du type de tissu et des objectifs de
I’étude. Concernant le tissu cérébral, cette étape devient limitante lorsque les
cibles anatomiques a microdisséquer font partie du parenchyme cérébral et
se confondent donc avec les autres types cellulaires. En effet, cette contrainte
réduit I'épaisseur des coupes, et, de ce fait, la quantité de biomolécules
présente dans les prélevements. Dans notre cas, la localisation flottante
des PC dans les ventricules cérébraux devient un avantage anatomique. En
effet, les PC sont le plus souvent séparés du parenchyme cérébral, ce qui
nous permet d'augmenter I'épaisseur des coupes a 20 ym sans entrainer de
contraintes supplémentaires, ni pour I'exposition au laser IR pour les points
de « colle », ni pour la découpe de la membrane polymeére par le laser UV,
ni pour la capture du tissu par la capsule collectrice. Cette augmentation
d'épaisseur de coupe permet aussi de réaliser plusieurs microdissécats et
ainsi d’optimiser 'utilisation de la surface de la capsule collectrice et, au final,

d’augmenter la quantité de biomolécules d'intérét extraite (Figure 5C-D).

Expression altérée d'éléments-clés de I'intégrité anatomo-fonctionnelle de
la BHL dans le modéle murin 3xTg-AD de la maladie d’Alzheimer : approche
transcriptomique

Les approches immunohistologiques classiques révelent des informations
morphologiques et structurelles pertinentes sur la nature et I'état de la
BHL dans une perspective qualitative. En revanche, I'analyse quantitative
est souvent complexe et difficilement reproductible, en particulier pour
des éléments fonctionnels tels que des JS, des récepteurs ou encore des
transporteurs. Ainsi, notre protocole de MDL s’est montré adapté pour I'étude
des PC a des fins transcriptomiques. La quantité d’ARNs totaux présente dans
les microdissécats est suffisante pour étre rétro-transcrite en ADNc et pour
détecter les cibles d'intérét.

Dans notre étude pilote, nous avons étudié I'expression de ZO-1, LRP-1 et

ABCA2 chez des souris 3xTg-AD en comparaison avec des souris controles
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C57BL/6JR. La quantité d’ARNs extraite permet de réaliser des études par RT-
gPCR ou ddPCR sur chaque individu. La Figure 6 montre les résultats obtenus
par ddPCR pour une souris 3xTg-AD et une souris contrdle. Cette étude pilote
permet de démontrer la faisabilité de notre méthode pour quantifier des
quantités d’ADNc a partir de I'extraction d’ARNs sur nos échantillons de PC
microdisséqués. L'approche par ddPCR parait particulierement adaptée aux
besoins de notre étude, car elle est réalisable a partir de faibles quantités
d’échantillon, elle offre une bonne sensibilité et permet une quantification
absolue des génes d'intérét, ce qui est particulierement intéressant pour

comparer un état physiologique et un état pathologique [33].

Z0-1 Il ABca2
14000 14000 14000
o 10000 o 10000 o 10000 =
© o -]
= = =
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Q. Q. [=3
£ 2000 £ 2000 £ 2000
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C57BL/6jR  3xTgAD C57BL/6jR  3xTgAD CS57BL/6jR  3xTgAD

Figure 6. lllustration des résultats transcriptomiques préliminaires sur I'expression d’éléments de
la barriére-hématoliquidienne. L'expression de ZO-1, LRP-1 et ABCA2 chez une souris 3xTg-AD en
comparaison avec une souris contréle C57BL/6jR a été étudiée par la technique de ddPCR (droplet
digital PCR). 'amplitude fait référence au nombre de gouttelettes quantifiées comme positives
(portant une copie du géne d'intérét — en bleu) ou négatives (en absence de copie 28 du géne
d'intérét — en gris). La ligne rose représente le seuil de détection pour les gouttelettes contenant une

copie génique d'intérét. Fait avec BioRender.

Nos résultats montrent que notre protocole de MDL pour lisolement et le
prélevement des PC permet d'optimiser I'obtention d’échantillons contenant
des quantités suffisantes d’ARNs totaux pour des analyses transcriptomiques

ultérieures. Notre protocole permet donc la quantification de génes d'intérét
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dans les PC de souris sauvages et transgéniques pour la maladie d’'Alzheimer,
ce qui ouvre des perspectives quantitatives pour I'étude de I'expression de
geénes d’intérét dans un contexte neuropathologique.

D’'un point de vue méthodologique, un nombre croissant de travaux montre
les avantages de l'utilisation de la MDL dans I'étude du réle des populations
cellulaires cérébrales spécifiques dans des conditions pathologiques diverses
[20,34,35]. Néanmoins, chaque question scientifique nécessite un design
expérimental adapté afin d'optimiser les colts associés aux techniques
utilisées ainsi que le nombre d’animaux utilisés. Ce dernier point prend une
importance majeure dans les études précliniques réalisées sur des modeles
animaux a phénotype invalidant, qui sont trés souvent associés a des
évaluations comportementales comprises dans des designs longitudinaux.
Nous avons tiré profit des caractéristigues anatomo-morphologiques des PC
pour optimiser la préparation des échantillons et la MDL. Ainsi, les possibilités
d’augmenter I'épaisseur de coupe et d’éliminer I'étape de coloration, rendues
possibles par le fait que les PC sont faciles a localiser et d isoler dans les
ventricules latéraux, nous ont permis d'une part de réduire le temps de
manipulation et d’exposition du tissu avant la MDL a proprement parler, et
d’'autre part d'optimiser la qualité des biomolécules a analyser. Etant donné
que le temps est la variable a plus fort impact lors de I'utilisation de la MDL
a des fins transcriptomiques et qu'il dépend fortement de la capacité des
expérimentateurs a isoler correctement les populations cellulaires d'intérét du
reste du tissu, notre protocole est adapté pour I'obtention de microdissécats
purs (e.g, sans contamination) et a probablement un impact positif sur la
qualité des biomolécules. Cependant, un contréle de la qualité des ARNs
sur systéme type Bioanalyzer (Agilent Technologies) serait nécessaire pour
confirmer ce dernier point.

Nous avons observé que les désavantages retrouvés lors de I'étude des PC
par des approches immunohistologiques classiques, fondamentalement
associés a la nature méme du tissu qui est souvent replié sur lui-méme,
peuvent étre transformés en avantages en utilisant la MDL.

L'objectif de cetyped'approches estd'apporter des solutions méthodologiques

a des questions scientifiques spécifiques. La littérature a largement montré,
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en utilisant différentes approches, que le fonctionnement cérébral est
progressivement dégradé dans des pathologies neurodégénératives telle
que la maladie d'Alzheimer. Les barrieres cérébrales constituent des portes
d’'entrée pour des substances nocives dans le cerveau, mais sont Aussi
des portes de sortie pour de nombreux métabolites. Nous montrons que
la quantification d'éléments clés de la BHL interne peut étre étudiée par la
méthode de MDL. Une perspective serait de continuer notre travail pour mettre

au point un protocole de microdissection de la BHL arachnoidienne.
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