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Reésumes

“Caractérisation des sites récepteurs =~
pour les endothélines et les facteurs
natriuré€tiques exprimés par les cellules
~-endothéliales des microvaisseaux

du cerveau
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Les: cellules endothehales de microvaisseaux du cerveau expnment deux ty. pes de récep-
© &téurs pour les; endothélines. Un récepteur présentant une forte. affinité _pour Et-1 et une
faible affinité pour Et=3. Ce récepteur. majoritaire, est couplé. positivement a la phosphoh-
‘puse C-et négativement a l'adénylate cyclase. Un second récepteyr présente une forte affi-

7 nité pour Et-1 et Et-3. Son occupation: conduit 3 une activation de I'échangeur Na H indé-

pendante - de. la- protéine kinase C. Ce -récepteur. napparait pas étre couplé a la
- phospholipase C. Les astrocyles qui sont étroitement associés aux cellules endothéliales
" des ‘ticrovaisseaux pour former lua barriere- hématoencéphalique expriment un'r‘écé/pteur
- pour les endothélines présentant une forte affinité pour Et-1 et Et-3. Ce récepteur est cou-
‘plé-de maniere positive 2 la phospholipase C et négativement i I'adénylate cyclase.

‘Les. cellules endothéliales. de microvaisseaux du cerveau expriment deu*( tvpes de
récepteurs pour les facteurs natriurétiques. des sites de «clearance- et des sites présentant
~dne forte affinité pour-le- CNP. Ces sites sont associés d une activité guanylate cyclase.

- ‘L'ensemble des résultats suggerent que les endothelmes et les facteurs natriurétiques
" "drorigine cérébrale ;ouent un role important dans l¢ fonctionnement de la barrlere hema
‘toencephalnque - St

Cellules endothéliales immortalisées
de microvaisseaux c€rébraux d_e_ra_t_
I. Expression de marqueurs.de la- barnere
hématoencéphalique pendant 'angiogenése -
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Lex Lellules endorhelmles des microvaisseaux cérébraux de rat présentent en culture apres
trois Ou quatre pass.lgea des 'signes-de sérescence. se traduisant par:une diminution du
taux de prolifération et la perte”de V'étit différencié. Pour faciliter I'étude in vitro des pro-
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priétés de la b.1,rnerc3i hematocnccpb.lhq,ue (BHE). il semble donc nécessaire de dévelop-
per des ligriées istabiés de cellulés fmmottaliséesiqui aieht ¢dnsene ! Certaines dés: caracté-
ristiques struct\{xrales et physjoloRiques des cellulgs endothelmles de la BHE.

Des ceHu1es endothéliales de*microvaisséaux cérébtaux’de rat. “repiquées deux: fbis. ont
été lmm@nallsces ‘par transfection, avec lmplamyde pPE]A- “¢0. contenant, la région Precoce
de ['ddénovirus E1A etle genc de résistance i ta genc{mine P'dh des clores (RBE4Y 4 éte
sélectionné : ley gellules sont sensibles 3y, facteyr. de (,rOISSance des flbtobhstes,bablque
(bFGF) et forment une monocouche i cornfluence : elfes préseirent les marqudx‘r& spéci-
fiques des cellules endothéliales, le Facteur V1L I'enzyme de conyersion- de lwa\nglqtensme
et le site de liaison de la lectine Griffonia Simplicifolia Agglutinine. ~ e

Les cellules RBE+. lorsqu’elles sont cultivées sur matrice de collagéne et en présence de
bFGF, infiltrent la matrice et s'associent pour former des tubules dé type capllla‘lre Les
activités de deux enzyvmes spécifiques de la BHE, la gamma-glutamyl transpeptidase et la
phosphatase alcaline. peuvent étre mises en évidence par histochimie dans cés structures
tubulaires, alors qu'elles ne peuvent étre observées dans les cellules de la monocouche.

"Plusieurs modeles de cocultures ont été-réalisés : les cellules endothéliales sont soit trai-
tées par du ‘milieu ‘conditionné ou des membranes isclées d'astrocyvtes primaires de rt ou
'de’ cellules gliales tumorales C6. soit cultivées sur des:filtres disposés dans des microtitres
" dont le fond est tapissé d'astrocytes. Le traitement par des membranes induit la formation
de tubules'de type capillaire: en l'absence de bFGF. et augmente 1'expression-de ces struc-
tures, ‘en présence de bFGF ; cette réponse angiogénique est moins marquée lorsque les
cellules sont traitées par du milieu conditionné ou cultivées en -présence d'astrocytes. Les
“activités de la gamma-glutamyl transpeptidase et de la phosphatase alealine mises en évi-
‘dence dans les tubules sont” plus marquées dans les cocultures. quel -que -soit_le, modéle
étudié. Laddition dagents qui augmentent le taux d'AMPc intracellulaire. inhibe -cete
réponse angiogénique et induit une activité phosphataanue alcaline dans les-cellules de la
monocouche des différentes cocultures.- i

Comme Laterra- et al. (1] I'ont démontré dans des cultures primaires. de celluies endothe-
liales ‘de microvaisseaux cérébraux de beeuf. les cellules-endothéliales immortalisées RBE+
peuvent se différencier en présence de facteurs dorigine gliale, en formant des structures
de type capillaire. Centaines enzymes spécifiques de la BHE ne seraient induites qu'aprés
expression de cette premiére étape de différenciation des cellules endothéliales ; des
agents augmentant le tux intracellulaire d’AMPc permettraient l'induction de ces
enzymes, s;}ns quil v ait formauon de tubule@ de r\pe capxll:ure Y
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Des cellules endothéliales de microvaisseaux cérébraux de rat ont été immortalisées et un
clone, nommé RBE4. a été caractérisé vis-d-vis de l'expression de certains marqueurs
enzymatiques caractéristiques de la barriére hématoenchéphalique (présentation I. F. Roux
et al). Dans le cadre d'une caractérisation phénotypique et pharmacologique de ces cel-
lules. les surmageants de culture -ont été dosés _pour la présence de prostaglandines : un
taux-élevé de PGE2 a été détecté. alors que la concentration de prostacycline était en des-
- sous du seuil de détection du test immunoenzymatique utilisé. Ce résultat est en accord
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avec lorigine microvasculaire de ces cellules. Les cellules RBE+ sécretent de Fendothéline
et cette sécrétion est notamment stimulée par le serum et la thrombine. Sachant que les
astrocytes expriment des récepteurs de 'endothéline. il est ainsi permis de penser que ce
peptide, sécrété par l'endothélium au niveau de la barriere hématoencéphalique, puisse
réguler de maniere paracrine l'activité astrocytaire.

Les cellules RBE+4 expriment des récepteurs B-adrénergiques positivement couplés a
ladenylyl-cyvclase ainsi que des récepteurs ‘ guanvivil-cvclase des peptides natriurétiques.
En outre. ces cellules sont sensibles a l'interféron-y qui induit I'expression de molécules
d'histocompatibilité de classe II et stimule celle des molécules de classe 1.

Ces cellules immortalisées exprimant un phénotype non transforme¢ constituent un
modéle potentiel d'étude fonctionnelle de la barriere hématoencéphalique. tant sur le plan
toxicologique que neuro-immunologique.

1. LaTerra J. et al. (1990) : ] Cell Physiol, 144 : 204-215.



