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INTRODUCTION GENERALE



Le concept d'un phénoméne particulier régissant les &changes

sang-cerveau tire son origine des travaux publiés par EHRLICH en 1385.

Celui-ci remarque en effet que les colorants acides, injectés
dans la circulation systémique, se retrouvent dans tous les tissus de

l'organisme, hormis dans ceux du systéme nerveux central.

I1 faut attendre les travaux de ROUX et BORREL (1898) qui dé-
montrent que l'anti-toxine tétanique injectée par voie sanguine ne parvient
pas 2 1l'encéphale et ceux de BIEDL et KRAUS (1898) sur 1'imperméabilité des
vaisseaux cérébraux aux sels biliaires, pour envisager l'existence d'un

filtre sélectif 3 ce niveau.

Pour LEWANDOWSKY (1900), le liquide céphalo-rachidien représente
un intermédiaire indispensable pour le passage des substances entre le sang
et le parenchyme nerveux. Ceci est confirmé par GOLDMANN (1913) qui obtient
des résultats similaires 3 ceux d'EHRLICH (1885) en utilisant du bleu try-
pan mais qui, de plus, remarque que ce colorant, inject@ dans 1'espace sous-

arachnoidien se retrouve alors dans le systZ@me nerveux central.

Cependant, ce sont les travaux de STERN et GAUTIER (1922) et de
STERN et PEYROT (1927) qui font apparalitre pour la premi&re fois en frangais
le terme de barri@re hémato-encéphalique défini comme "un méeanisme spécial
Péglant le passage de diverses substances du sang dans le liquide céphalo-
rachidien et dans les centres nerveux cérébraux spinaux...'" (Fig. 1). Mais
les expérimentations rigoureuses de SPATZ (1933) et de WALTER (1933) vont
faire perdre progressivement sa pré-éminence au liquide céphalo-rachidien

,

et localiser la barridre hémato—encéphalique & trois niveaux (Fig. 2)

- entre le sang et le L.C.R.
- entre le L.C.R. et le parenchyme nerveux.

- entre le sang et le parenchyme nerveux.

Des &tudes ultrastructurales, basées 3 la fois sur l'utilisation

de coupes sériédes examinées au microscope électronique (REESE et KARNOVSKY,
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Figure 2 : Lla barwniire hémo-encéphalique au sens Large,
selon La conception moderne
Tirne de "La barnine hémato-encéphalique"
par J. POIRIER, 1976



1967) et sur l'emploi de traceurs extrinséques comme la péroxydase du
Raifort (DELORME et al., 1970 ; DELORME, 197!), démontrent le rdle prépon-
dérant de la barridre hémo-tissulaire située au niveau de la paroi capil-
laire, au sein de la barri&re hémo-encéphalique. Ces techniques permettent
en effet de mettre en &vidence l'existence de jonctions &tanches, de type
"Zonula occludens'" entre les cellules endothéliales des capillaires cé&ré-
braux (REESE et KARNOVSKY, 1967) et la rareté des vésicules de pinocytose
dans ces mémes cellules (MAJNO, 1965). La lame basale continue et la couche
de pieds astrocytaires n'entravent pas le passage des traceurs utilisés

(BRIGHTMAN et REESE, 1969 ; DELORME et al., 1975).

Cependant, 1'étude de la participation de la micro-vascularisa-
tion cérébrale dans le phénoméne de la barriére hémo-encéphalique et des
mécanismes spécifiques s'y rapportant, reste difficile 3 évaluer par des
expérimentations "in vivo'" : ceci 3 cause de l'influence concomitante des
autres structures cérébrales : plexus choroides, liquide céphalo-rachidien,

glie, structures nerveuses, environnement chimique complexe...
La création de modéles expérimentaux "in vitro" s'impose alors.

C'est gridce, tout d'abord 3 des isolements de micro-valsseaux
cérébraux (JOé et KARNUSHINA, 1973 ; BRENDEL et al., 1974 ; GOLDSTEIN et
al., 1975 ; MRéULJA et al., 1976) puis & la mise en culture de leur endo-
thélium (DeBAULT et al., 1979 ; SPATZ et al., 1980) que le métabolisme de

ce type cellulaire peut enfin &tre exploré spé&cifiquement.

Par la conjonction de recherches "in vivo" et "in vitro", il
est montré que les molécules circulant dans le sang ne peuvent atteindre
le parenchyme nerveux que par 1'un ou l'autre des deux mécanismes suivants

(PARDRIDGE, 1983)

% Par liposolubilité ou diffusion libre 3 travers la membrane plas-
mique de la cellule endothéliale : c'est le cas de la majorité des subs-
tances liposolubles (KATZMAN et PAPPIUS, 1973), des stéroides (PARDRIDGE,
1981), de 1'eau (BRADBURY, 1979) ou de substances faiblement ionisées
(BRODIE et al., 1960) ;

% Par transport par molécules spécialisées, de type enzymatique,

trds spécifiques et localisées dans le plasmalemme endothé&lial : c'est le



cas de nombreux ions (GREENBERG et al., 1943 ; EISENBERG et SUDDITH, 1979),
des amino—-acides (LAJTHA, 1968 ; BETZ et GOLDSTEIN, 1980) cu encore des
hexoses (BETZ et al., 1979).

De plus, bien qu'il soit démontré depuis les travaux de WEIL-
MALHERBE et al. (1961) et de BERTLER et al. (1963) que les neurotransmet-—
teurs monoaminergiques et leurs précurseurs ne traversent pas la barriére
hémo—encéphalique, ce sont BERTLER et al. (1966) puis LAI et al. (1975),
HARDEBO et OWMAN (1980) et SPATZ et al. (1981) qui localisent ce type de
barriére particulier 3 1'intérieur méme des cellules des micro-vaisseaux
cérébraux : ces auteurs y mettent en effet en &vidence des activités enzy-
matiques trds importantes dégradant les monoamines. Ces activités sont
principalement de type mono-amine oxydasiques, mais il existe aussi des
catéchol-0O-méthyl transférases, des dopamine R—hydroxylases, des DOPA-dé-

carboxylases, pour me citer que les plus importantes.

La notion d'une barri&re enzymatique, localisée principalement
d 1l'interface sang-cerveau, apparalt donc,barriére capable de détruire ra-

pidement les substances neuro—actives.

De cet ensemble de données, deux conclusions principales peuvent

8tre tirées :

* En premier, le substratum de la barri&re hémo-encéphalique peut
8tre actuellement considéré& comme &tant situé€ au niveau de la parci capil-
laire elle~méme. Ce phé&nomé@ne, d'abord expliqué par la présence de struc-
tures cellulaires particulidres, s'est &galement r&vélé mettre en jeu des

systémes enzymatiques complexes et puissants ;

* En second, la nécessit& quasi-absolue d'isoler les divers protago-
nistes de cette barri&re par des techniques de séparations et de cultures
cellulaires, afin de mieux connaitre les mécanismes physiologiques spécifi-

ques entrant en jeu.

Nous nous proposons ici, afin d'apporter une preuve supplémentaire
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3 ces données, de créer et d'&tudier des mod&les "in vitro" de cette barriére

hémo—-encéphalique chez le Poulet.

Au cours de cette étude, il nous faudra donc (FZg. 3) :

* Dans un premier temps, réaliser des isolements sélectifs de capil-
laires télencéphaliques suivis, ou non, d'un isolement et d'une mise en cul-
ture de leur endothélium. Contr8les et caractérisations des fractions cel-

lulaires seront effectués i tous les stades ;

#* Dans un deuxi@me temps, mesurer les activités mono-~amine oxydasiques
présentes dans tous les isolements cellulaires effectués.

Dans le cadre de notre expérimentation, il est en effet primordial
que 1l'endothélium isolé et/ou cultivé, conserve son "identité cé&rébrale" "in
vitro': ceci est une condition indispensable pour que nous puissions utili-
ser les fractions et les cultures de cellules endothéliales comme mod&le de

la barrigére hémo—-encéphalique.

Or, la M.A.0. est, avec la DOPA-décarboxylase, une enzyme spéci-
fique de la cellule endothéliale des micro-vaisseaux du cerveau. Elle est,
de plus, profondément impliquée dans le phénoméne important et particulier
qu'est la barridre enzymatique au niveau de la circulation cé&rébrale. C'est
pourquoi nous l'avons choisie pour tester les potentialité&s de 1'endothé&lium
cérébral "in vitro" et pour vérifier sa capacit& de réponse i des stimuli spé-
cifiques. L'intérét de la culture cellulaire devient alors &vident : cette
technique nous permettra, simplement par 1'adjonction au milieu des cultures
de différents extraits tissulaires, de qualifier et de quantifier la réponmnse

de la cellule endothé&liale vis—3-vis d'environnements spécifiques.
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INTRODUCTION A LA PREMIERE PARTIE

La premi&re phase de notre travail consiste en la mise au point

de méthodes d'isolements, spécifiques 3 notre matériel.

Une description d&taillée des techniques d'isolement des capil-
laires té&lencéphaliques et de leur endoth&lium, ainsi que de la culture de
cet endothélium fera suite A une analyse approfondie de la litt&rature con-

cernant 1'endothé&lium "in vitro".

Les résultats exposés et discuté@s nous démontreront la pureté des

fractions obtenues.



A - ISOLEMENT DES CAPILLAIRES TELENCEPHALIQUES

I - ANALYSE DE LA LITTERATURE ET CHOIX DE LA TECHNIQUE

Une analyse de la bibliographie (Tableau I) nous permet d'effec-—
tuer un classement rapide des méthodes utilisées dans le but d'obtenir des

fractions purifiées de micro-vaisseaux 3 partir de différents tissus animaux.

Nous pouvons en déduire trois "lignées protocolaires' principales

* Certains auteurs (Tableau I,) préparent un homogénat tissulaire auquel

ils font subir toute une série de centrifugations.

* DEL VECCHIO et al. (1977) ou WILLIAMS et al. (1980) se contentent d'une
longue digestion enzymatique, suivie d'une purification du matériel selon di-

vers procédés (Tableau Ig).

* Mais la plupart des auteurs (Tableau I,) utilisent d'une facon combinée

homogénéisations, tamisages et, &ventuellement, centrifugations différentielles.

Alors que les premidres méthodes demandent des temps de manipula-
tion longs et une mise en oceuvre de moyens lourds et complexes, la troisi&me

technique présente pratiquement, plusieurs avantages

* La manipulation est rapide. Ce gain de temps est appréciable lorsque
1'on destine les &léments isolés 3 un dosage enzymatique ou 3 une mise en

culture.
* Les contraintes techniques imposées sont de faible importance,

% Les moyens mis en oeuvre sont simples et donc peu onéreux.

Notons enfin que ce sont des techniques d'isolements par tamisages
qui sont utilisées lorsque les &léments micro-vasculaires sont ensuite intro-
duits dans un systéme de culture organotypique (BUZNEY et MASSICOTTE, 1979 ;
DeBAULT et al., 1979 ; FRANK et al., 1979 ; GIMBRONE et al., 1979) : la viabi-
1lité des éléments cellulaires isolés parait donc bien préservée par les condi-

tions peu drastiques de ces méthodes.



AUTEURS ANNEES MATERIELS TECHNIQUES
STAKOTOS et al. 1968 Cerveau d'homme ou de boeuf Homogénéisation + centrifugations (DIF + GD) +
passage sur colonnes de billes de verre
JOé et KARNUSHINA 1973 Cortex cérébral de rat Hachage + tamisages + centrifugations (DIF + GD)
ORLOWSKI et al. 1974 Cortex cérébral de boeuf Homogénéisations + centrifugations (DIF + GD)
MRSULJA et al. 1976 S.N.C. de lapin Homogénéisations + centrifugations (DIF + GD)
SESSA et al. 1976 S.N.C. de boeuf Homogénéisations + centrifugations (DIF + GD)
HUANG et DRUMMOND 1979 Cortex cérébral de cobaye Homogénéisation + centrifugations (DIF + GD)
+ passage sur colonnes de billes de verre
SPATZ et al. 1980 Cerveau de rat Homogénéisation + centrifugations (DIF + GD)
BRADBURY et al. 1982 Cortex cérébral de rat Homogénéisations + centrifugations (DIF + GD)
JOO et al. 1982 Moélle épini&re de porc Homogénéisation + centrifugations (DIF + GD)
DéL VECCHIO et al. 1977 Surrénales de rat Digestion enzymatique + cemtrifugation (DIF)
WILLIAMS et al. 1980 Cerveau de rat Hachage + digestion enzymatique + flottaison
sur albumine + centrifugations (DIF) + passage
sur colonnes de billes de verre
BREFDEL)9§ al. 1974 Cortex cérébral de boeuf Homogénéisations + tamisages
MEEZAN et al. 1974 Rétine de boeuf Homogénéisations + tamisages
GOLDSTEIN et al. 1975 S.N.C. de rat Hachage + tamisages + centrifugations (DIF) +
passage sur colonnes de billes de verre
LAI et al. 1975 S.N.C. de rat Homogénéisations + tamisages
BUZNEY et MASSICOTTE 1979 Rétine de foetus de veau Homogénéisations + tamisages
DeBAULT et al. 1979 S$.N.C. de rat Homogénéisations + tamisages
FRANK et al. 1979 Rétine de chat Homogén&isations + tamisages
GIMBRONE et al. 1979 Cortex cérébral de boeuf Homogiénéisations + tamisages
WHITE et al. 1979 Rétine de boeuf Homogénéisations + tamisages
BLOUIN 1980 Télencéphale de poulet Homogéndisations + tamisages + centrifugation (DIF)
CECCHELLI 1980 Télencéphale de poulet Homogénéisations + tamisages + centrifugation (DIF)
DIGLiO‘et al. 1982 Cerveau de rat Homogénéisations + tamisages + centrifugations +
passages sur colonnes de billes de verre -
(50
TABLEAU T : Récapitulation des principaux travaux d'isolements de micro-vaisseaux \/

effectuss de 1968 a 1982.
Trodis "Lignées protocolaines” sont dégagées. Dans chacune d'elles, Le
classement est effectul par ordre chronologique.

DIF : Différentielle

GD :

En gradient densité




10.

Il - MATERIEL ET METHODES

1 - ANIMAUX UTILISES

Nos manipulations sont réalisées sur des poulets de race WYANDOTTIE,

des deux sexes et tous originaires du méme &levage (BUISSETTE a Allennes-les~

Marais, Nord).

Ces animaux nous sont livrés dés 1'éclosion, maintenus en éleveuse
3 1'animalerie du laboratoire et nourris i la semoulette "Chair-croissance'

(DUQUESNE-PURINA) jusqu'a 1'dge de trente jours (+2).

. g 20y s i .

a) Conditions générales des manipulations
Deux cas sont 3 envisager :

* Les capillaires sont destinds 3 un dosage enzymatique immédiat :

1'isolement est alors réalisé en chambre froide 3 4°C.

* L'isolement des capillaires est effectué en vue d'une mise en cul-
ture de leur endothé&lium : la manipulation se réalise alors en milieu stérile

et 3 température ambiante.

b) Techniques de manipulations aseptiques

L'isolement des capillaires (ainsi que 1'ensemencement des cul-
tures et les changements de milieux) se fait sous hotte & flux-laminaire hori-

zontal (GELMAN - Type GELAIRE - Class 100).

Tout le matériel utilisé est pr8alablement lavé au dé€tergent
FRZ 33 (BOURSEUIL S.A.), rincé abondamment 3 1l'eau bidistillée, sé&ché et

stérilisé suivant plusieurs procédés :

* La verrerie et les instruments de dissection sont passés au four

PASTEUR 3 160°C pendant une heure.



Prélévement des télencéphales

4

l&re homogénéisation :
Clearance élevée. 20 A.R.

!

Tamis 180 um

#

28me homogénéisation :
Clearance faible. 15 A.R.

!

Tamis 60 um

Centrifugation | 400 g/10 minutes

!

Culot de capillaires cérébraux

Figwe 4 : Resumé de La technique d'isolement des

caplllaines .,

} \_\\.\-‘
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*

Les objets en NYLON, TEFLON ou caoutchouc, sont autoclavés trente

minutes 3 115°C.

% Les solutions et les milieux, quant 3 eux, sont stérilisés par pas-

sage sur filtre MILLIPORE 0,22 um.

e) Protocole expérimental (Fig. 4)

- Prélévement des hémisphéres cérébraux

Immédiatement apré&s le sacrifice de 1'animal par décapitation, le

crine est entidrement mis 3 nu par dépegage.

la volite crinienne est alors découpée suivant le croquis ci-dessous

Les gLeches numéroties indiquent Le sens
ot L'ondre des sections de La voite cranienne.

Les deux volets criniens soulevés, les hémisphéres cérébraux sont
délicatement prélevés et plongés immédiatement dans un bécher contenant 30 2

40 ml de milieu de MEEZAN (MEEZAN et al., 1974).

La composition de cette solution est la suivante

116 mM NaCl

16 mM KC1

1 mM NaH2P04, HZO
0,8 mM MgSO,, 7 H,0
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5,6 mM Glucose (D+)
1,8 mM CaCl2
28 mM Tampon H.E.P.E.S.
+ 0,01 Z S.A.B.
+ 50 mg pénicilline G
+ 50 mg streptomycine - sulfate
+ 100 000 U.I. mycostatine

Elle est ajust@e i pH 7,4, stérilisée et oxygénée par un mélange

95 % O2 -57 CO2 (débit de 0,2 litre/minute) avant et pendant la manipulationm.

Avec des animaux 3gés de trente jours, quinze 3 vingt té&lencéphales

sont ainsi prélevés.

- Homogénéisations et tamisages

Aprds dissection minutieuse des méninges, les hémisphéres céré-
braux isolés sont transvas&s dans un homogénéiseur 3 main KONTES de 40 ml,

‘contenant 15 ml de solution de MEEZAN.

Vingt aller-retours sont effectués avec un piston de clearance
254 um.
L'homogénat ainsi obtenu est déposé lentement sur un tamis de

NYLON 3 mailles de 180 um de cdté (Toile d bluter - Fabrique Zurichoise S.A.).

Ce tamis est lavé abondamment et puissamment avec de la solution

de MEEZAN, ceci 3 l'aide d'une pissette 3 bout trés effilé.

La totalité du filtrat est ensuite reprise dans un homogénéiseur
KONTES de 100 ml. Quinze aller-retours sont effectu@s avec le piston de clea-

rance 140 um.

Ce second homogénat est versé sur un tamis dont les mailles font

-

60 um de cdté.
Le lavage du NYLON est cette fois trés léger mais tr8&s abondant.

Si le passage sur le premier tamis a pour but de retenir essentiel-

lement les gros vaisseaux et les fragments tissulaires non dilacérés, la toile

a8 mailles de 60 um, quant 3 elle, retient une majorité de capillaires ainsi
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séparés de l'ensemble du tissu nerveux.

- Centrifugation

La récupération de ces capillaires est ensuite rapide : il suffit
de retourner le tamis au-dessus d'une capsule et de le laver puissamment 3

la solution de MEEZAN,

La suspension obtenue est alors répartie dans des tubes i cen-

trifuger coniques.

Une centrifugation de dix minutes a | 400 g (Centrifugeuse
JANETZKI T32c ou centrifugeuse CHRIST réfrigérée) permet d'obtenir des culots

de capillaires cérébraux.

d) Contrdles microscopiques des isolements de capillaires
Ils sont réalisés suivant deux méthodes différentes :

- Microscopie optique en _contraste de phase

Cette technique d'observation immédiate de l'isolement de capil-

laires nous permet facilement d'en apprécier le degré de pureté.

11 suffit, sur une lame de verre, de remettre en suspension une
fraction de capillaires isolés dans une goutte de solution physiologique et
d'observer. L'appareil utilisé& est un microscope inversé 2 contraste de phase
(LEITZ -~ Type DIAVERT), équipé d'un appareil photographique (LEITZ). Il per-

met des grossissements allant de 100 & 320 fois.

- Microscopte électronique

Bien qu'exigeant une préparation longue et complexe des tissus,
cette technique permet une observation trés fine des types cellulaires conte-~

nus dans nos isolements et de leurs ultrastructures.

Le protocole de la préparation des &chantillons est le suivant

(Fig. 5) :



8chantillons

&

Fixation :
Glutaraldéhyde a 2,5 7

!

Lavage

!

Post~fixation :
0804 alz

!

Déshydratation :
- Ethanol (30° =+ 100°)
- Oxyde de propyléne

&

Infiltration

G

Inclusion dans 1'Epon 812

&

Coupes 60 nm

!

Double "coloration' positive

SEGN
Observation (;Z;)

Figure 5 : Grandes &tapes de La préparation des Echantillons
pourn La michoscopdie electronique.

15.
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Fixation

Une technique de double fixation, décrite par DELORME (1971) est
utilisée ici.

Cette fixation se doit de préserver la totalité des structures &

1'échelle moléculaire.

Les capillaires isol&s sont en premier lieu immergés dans une
solution de glutaraldéhyde 3 2,5 7 en tampon phosphate de sodium 0,! M,
pH 7,2 pendant une heure. Ce premier fixateur, de type aldéhydique, réagit

avec les protéines mais n'a pratiquement pas d'action sur les lipides.

Le matériel subit ensuite trois lavages avec une solution de
saccharose 0,18 M en tampon phosphate de sodium 0,1 M, pH 7,2. La durée

de ces lavages est de douze 3 vingt heures au total.

La post-fixation des lipides est assurée par un bain d'une heure
dans une solution de té&troxyde d'osmium & | % en tampon phosphate de sodium
0,1 M, pH 7,2. Une agitation fréquente est nécessaire, l'acide osmique pé-

nétrant trés mal les tissus.

Déshydratation

Les &chantillons sont plongés successivement dans des bains d'étha-
nol de degrés croissants : 30, 50, 70, 80, 90, 100 puis dans 1'oxyde de propy-
l8ne. L'immersion dure cing minutes pour chacun des cinq premiers bains et

une heure (3 x 20 minutes) pour chacun des deux derniers.

Inclusion

Elle se fait, selon la méthode décrite par LUFT (1961) dans une

résine aliphatique; c'est 1'EPON 812 qui est utilisée.

Cette résine est en fait une solution complexe (appelé@e solution C)

et composée de

- Epon 812 ...ivievean. 44,12 Z
- D.D.S.A. .t 30,39 %
- M.NJA, soiiieneenne.. 23,53 7%

D.M.P. 30 vvvvevnee.. 1,967
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Avant 1'inclusion proprement dite, les tissus fixés et déshydra-
tés sont infiltrés pendant une heure par un mélange constitué de 50 7 d'oxyde

de propyléne et de 50 7 de solution C.

Ils sont ensuite placés dans la solution C et y s&journent douze

i vingt heures 3 température ambiante,

Ce délai écould, 1'inclusion dé&finitive dans la solution C se
réalise dans un moule de silicone (LADD) permettant 3 la fois l'orientation

et la numérotation des &chantillons.

-

L'ensemble est laissé 3 température ambiante six heures puis mis
3 polymériser en étuve & 55°C. La polymérisation totale demande soixante-douze

heures.

Coupe
Les blocs de résine contenant les &chantillons sont débités en

coupes fines d'une &paisseur d'environ soixante nano-métres. Cette opération

est effectuée sur un ultramicrotome automatique (REICHERT, OMU 3). Les coupes

obtenues sont récupérées sur grilles.

Double coloration positive

Selon les techniques décrites par HUXLEY et ZUBAY (196l) et par
REYNOLDS (1963), des atomes de métaux lourds sont fix&s sur certaines struc-

-~

tures de fagon 3 obtenir une image contrastée en microscopie électronique.

Les coupes sur grilles sont dans un premier temps mises en con-
tact d'acétate d'uranyle 3 1 7 en tampon maléate de sodium, pH 5,2 puis
soumises pendant quinze minutes 3 l'action du nitrate de plomb dans la solu-

tion de REYNOLDS (1963).

Les grilles, lavées une seconde fois & 1'eau bidistillée et sé-

chées 3 1'abri de la poussidre, sont alors prétes pour l'observation.

Examen en microscopie Electronique

I1 se fait sur un ELMISKOP 1A de SIEMENS.
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Figure 6 : Isolement purlf42 de capillaires telenciphaliques en mi-
croscopie optique. Les elements cellulaires sont viables
can s ne sont pas colores pan Le bleu trypan présent

dans Le miliew.
™

(Gross. : x 600)

Figure 7 : Fraction microvasculaire Lsclée de telenciphales de poulets
de trente jours, observée en michoscopie electronique.

(Gross. : x 6000)
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II1 - RESULTATS

I - CONTROLE DE L' ISOLEMENT DES CAPILLAIRES EN MICROSCOPIE OPTIQUE
(Fig. 6)

De nombreux examens a faible grossissement révélent la qualité de

nos isolements de micro-vaisseaux.

Les éléments isolés par notre technique sont en grande majorité
des fragments vasculaires trés fins et plus ou moins branchus. Sont &€galement
parfois rencontrés mais en proportions minimes, quelques Erythrocytes et des

vaisseaux sanguins d'un diam@tre supérieur.

Nous pouvons donc estimer 3 85~90 7 la proportion de capillaires

dans nos isolements. De plus, ces &léments n'apparaissent aucunement détériorés.

2 - CONTROLE DE L'ISOLEMENT DES CAPILLAIRES EN MICROSCOPIE

Ces observations confirment et compl@tent celles effectuées en
microscopie optique.

Les coupes montrent un aggrégat de vaisseaux de faible diamétre,
coupés longitudinalement, transversalement ou obliquement. Bien que présentes
dans nos échantillons, artérioles et veinules sont peu nombreuses et la pro-

portion de capillaires précédemment &valuée est vérifiée.

L'ultrastructure des cellules endothéliales est bien préservée.

Rarement, quelques citernes d'ergastoplasme paraissent légé&rement dilatées.

Les &léments non vasculaires sont, soit des &rythrocytes enfermés
dans la lumi&re vasculaire, soit des &léments gliaux, de type pieds astrocy-~

-~

taires, trés abimés, restés accolés 3 certains microvalisseaux,

IV - DISCUSSION

MEEZAN et al. (1974) et BRENDEL et al. (1974) sont les premiers &

utiliser des tamis pour isoler des fractions purifiées de micro-vaisseaux
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rétiniens et cé&rébraux. Par comparaison avec les techniques antérieures
(SIAKOTOS et al., 1968 ; JoO et KARNUSHINA, 1973), la simplicité de leur mé-
thode et le gain de temps sont indéniables. Mais leurs échantillons contiennent

4 la fois artérioles, veinules et capillaires.

Leur protocole est adapté par CECCHELLI (1980) au poulet de trente
jours, en vue de l'obtention de capillaires télencéphaliques. C'est cette pro-
cédure expérimentale que nous reprenons, moyennant plusieurs modifications :
CECCHELLI (1980) utilise en effet pour les tamisages des toiles 3 mailles de
212 ym pour le premier et & mailles de 90 um pour le second. De plus, lors
de la centrifugation finale qu'il effectue 3 basse accélération ( 3 000 g),

il ne recueille que la pellicule surnageante. Bien qu'obtenant ainsi un isole-
ment capillaire de grande pureté, les pertes de matériel sont importantes et le

rendement de la manipulation est faible.

Ceci s'annonce génant pour une mise en culture, ol la quantité de

matériel ensemencée doit &tre &levée.

Notre objectif &tait donc 1'augmentation de la quantité de 1'iso-

lement, sans détérioration de son degré de pureté et de la viabilité des tissus.

REcemment, BUZNEY et MASSICOTTE (1979) et FRANK et al. (1979) subs-
tituent un tamis 3 mailles de 53 um de cdté& au second tamis 3 mailles de 90 um
de cdt&, avec une ré&elle augmentation des quantité&s de capillaires isolés.
C'est ainsi qu'apr@s tidtonnements, 1'adoption d'une taille de mailles de 60 um
de cdté pour la seconde filtration nous permet de doubler la quantité de nos

isolements.

De méme, en effectuant la premidre filtration sur un tamis 3
mailles de 180 um de cB8té et en augmentant consid&rablement le volume de so-
lution de MEEZAN servant 3 laver le second tamis, 1'élimination d'éléments
cellulaires indésirables dans l'isolement final est considé&rablement accrue :
les observations microscopiques démontrent en effet que la qualité de l'isole-
ment des capillaires t&lencéphaliques n'est pas détruite par l'accroissement

de rendement obtenu.
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B - CULTURE DES CELLULES ENDOTHELIALES

I - ANALYSE DE LA LITTERATURE ET CHOIX DE LA TECHNIQUE

1 - PREMIERS TRAVAUX

LOEB (1897), en réussissant 3 maintenir en vie des cellules san-
guines et conjonctives d 1'extérieur de 1'organisme dont eiles &taient issues,

fut certainement le premier 3 réaliser une culture de tissu animal.

En 1921, LEWIS observe pour la premi&re fois la croissance "in vi-
tro" de cellules endothéliales issues d'explants embryonnaires de foie de

Poulet.

Pendant les trente années qui suivent, une multitude de travaux
se succddent (MAXIMOW, 1925 ; SILBERBERG, 1930 ; SHIBUYA, 1931 ; WEITE et
PARSHLEY, 1951). Mais tous les chercheurs utilisent la méthode de 1l'explant,
avec ses limitations : faibles rendements, identifications difficiles et hé-

térogénéité des types cellulaires.

Le probléme est alors de classer ces cellules cultivées en dif-
férents types. Par des procédés de 'clonage'" (LAZZARINI - ROBERTSON, 1961)
ou histologiques (POLLAK et KASAI, 1964), les auteurs arrivent & sé&parer et
3 cultiver sélectivement le type "endothelial". La limitation de ces tech-

niques reste néanmoins toujours le faible nombre de cellules.

Un progrés important est accompli par MARUYAMA (1963) puisqu'il

obtient un rendement supérieur en cellules endothéliales.

Pour cela, il dissocie l'intima de veines ombilicales humaines
par trypsinisation, lave les cellules ainsi obtenues et les met en culture.
Ces cellules tendent alors 3 former des tapis &pithé&liaux, viables deux &
trois semaines. L'identification de ces cellules est basée uniquement sur la
démonstration histologique de leur origine, en observant 1l'absence du revé-

tement endothelial des vaisseaux traités. Cependant, plusieurs problémes
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PRINCIPE DE BASE UTILISE POUR

COMPOSITION DE BASE DU

(1979)

JONES (1979)

DAVISON et al. (1980)

licale humaine

Artére pulmonaire de boeuf

Raclage mécanique

AUTEURS - ANNEES MATERIEL L'OBTENTION DES CELLULES MILIEU DE CULTURE
MARUYAMA (1963) Veine ombilicale humaine Digestion par trypsine Milieu Y.L.H. + 20 % sé&rum
d'homme ou de cheval
POMERAT et SLICK (1963) Aorte de lapin Digestion par trypsine Milieu 4'EAGLE + 10 7 S.V.F.
JAFFE et al. (1973) Veine ombilicale humaine Digestion par collagénase Milieu 199 + 20 % S.V.F.
LEWIS et al. (1973) Veine ombilicale humaine Raclage mécanique et digestion Milieu 199 + 10 Z S.V.F
’ par trypsine
GIMBRONE et al. (1974) Veine ombilicale humaine Digestion par collagénase Milieu 199 + 20 % S.V.F. +
tampon H.E.P.E.S
HAUDENSCHILD et al. Veine ombilicale humaine Digestion par collagénase Milieu 199 + 20 %7 S.V.F. +
(1975) tampon H.E.P.E.S.
GIMBRONE (1976) Veine ombilicale humaine Digestion par collagénase Milieu 199 + 20 7 S.V.F.
MACARAK et al. (1977) Aorte de veau Digestion par collagénase Milieu 199 + 20 Z S.V.F.
ESKIN et al. (1978) Aorte et saphéne de boeuf Digestion par collagénase Milieu de McCOY 5a
‘ + 10 7 S.V.F.
RYAN et al. (1978) Artére pulmonaire de boeuf Digestion par collagénase Milieu 199 + 30 % S.V.F.
SCHWARTZ (1978) Aorte de boeuf Digestion par collagénase Milieu de WAYMOUTH + 30 Z S.V.F.
CHRISTOFINIS et al. Aorte de lapin - Veine ombi-| Digestion par trypsine Milieu 199 + 20 Z S.V.F.

Milieu M.E.M. + 10 Z S.V.F.

+ 2 7% bouillon tryptose-~phosphate

 Veine marginale de lapin Digestion par trypsine Milieu M.E.M. + 10 7 sérum de
lapin
MERRILEES ET SCOTT Aortes de rat et de porc Digestion par collagénase Milieu 199 + 10 Z S.V.F.
(1981)
NEES et al. (1981) Coronaire de cobaye Digestion par collagénase Milieu 199 + 20 Z S.V.F,
' et trypsine
GLASSBERG et al. (1982) | Artére iliaque humaine Digestion par collagénase Milieu 199 + 20 7 sérum humain
+ tampon H.E.P.E.S. + 2 pg/ml
o _thrombine
TABLEAU IT : Ricapitulation sommaire des travaux Les plus nécents de mise en

cultune de cellfufes endothéliales.
Le classement est effectué par ordre chronofogique.
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demeurent :

# Ces cellules endothéliales, bien que viables, semblent incapables

de se multiplier en culture (MARUYAMA, 1963).

# Au contraire, certaines cellules contaminantes de type fibroblas-
tique, se développent rapidement (POMERAT et SLICK, 1963). Elles envahissent

ainsi les cultures endothé&liales, les rendant inutilisables.

2 - TRAVAUX RECENTS

a) Culture de 1l'endothélium (Tableau II)

Comme les isolements endoth&liaux réalisés avec la trypsine
(MARUYAMA, 1963) donnent des cultures contaminées et incapables de proli-
férer, JAFFE et al. (1973), GIMBRONE et al. (1974), GIMBRONE (1976) ont
1'idée de lui substituer la collagénase. Ils obtiennent ainsi des cultures

primaires d'endothélium homogénes et sous-cultivables 3 moyen terme.

Depuis, de nombreux auteurs (voir Tableau II) ont adapté cette
technique 3 une multitude de tissus, dans le but d'isoler 1'endothélium de
leurs vaisseaux. Tous ces travaux ont pour effet de mieux définir les condi-
tions de la digestion enzymatique et celles de la culture, afin de préserver

la viabilité des cellules et de limiter les contaminations.

LEWIS et al. (1973) et JONES (1979) obtiennent &galement des
cultures endothéliales, simplement en curetant la surface interne de gros

vaisseaux.

b) Milieux de culture

De 1910 a 1959, de nombreux milieux de cultures synthétiques
ont &té décrits et utilis&s (CARREL et BURROWS, 1910 ; LEWIS et LEWIS, 1912 ;
EAGLE, 1955 ; WILLMER, 1958 ; PUCK et al., 1958 ; McCOY et al., 1959). Les
études sur des additions d'extraits biologiques, hormonaux, vitaminiques ou
autres aux milieux de culture se sont succédées (MARUYAMA, 1963 ; LEWIS et al.,
1973 ; TAPPER et al., 1981 ; FENSELAU et al., 1981 ; BENSCH et al., 1983).
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AUTEURS ANNEES MATERIEL TECHNIQUE DE BASE COMPOSITION DE BASE DU MILIEU
DEL VECCHIO et al. 1977 Surrénales de rat Hachage - Digestion totale par Milieu 199 + 20 % S.V.F.
collagénase - Mise en culture
PHILLIPS et al. 1979 Substance blanche de Hachage - Digestion totale par Milieu 199 + 20 Z S.V.F.
rat ou de boeuf trypsine - Mise en culture
DAVISON et al. 1980 Prépuce humain Digestion par trypsine et EDTA Milieu M.E.M. + i0 7 sérum humain
: (totale)
- Raclage des celfules
endothéliales
- Mise en culture
SHERER. et al. 1980 Prépuce humain Digestion par dispase et colla- Milieu F~12 K + 5 3 20 7 S.V.F.
génase (totale) ou sérum humain
-~ Isolement de l'endoth&lium
- Mise en culture
BJORNTORP et al. 1983 Bourrelet graisseux - Digestion totale par la Milieu 199 + 20 % S.V.F. +
de 1'8pididyme de rat collagénase insuline
- Mise en culture
WAGNER et MATTHEWS 1975 Bourrelet de 1'épidi- - Isolement de capillaires Milieu 199 + 20 7 S.V.F.
) dyme de rat - Mise en culture
BUZNEY et MASSICOTTE 1979 Rétine de foetus de - Isolement de capillaires Milieu de HAM F-12 + 20 7 S.V.F.
veau - Mise en culture
DeBAULT et al. 1979 Cerveau de souris - Isolement de capillaires Milieu 199 + 20 & 30 7 S.V.F.
- Mise en culture
FRANK et al. 1979 Rétine de chat - Isolement de micro-vaisseaux Milieu de HAM F-12 + 10 % S.V.F.
- Mise en culture
FOLKMAN et al. 1979 Surrénales de boeuf - Digestion totale par collagé- Milieu de DULBECCO
nase - Isolement des capil- + 10 7 S.V.F.
laires - Mise en culture
BLOUIN 1980 Télencéphale de - Isclement de capillaires Milieu 199 + 20 7 S.V.F.
poulet - Digestion par collagénase + tampon H.E.P.E.S.
-~ Mise en culture
SPATZ et al. 1980 Cerveau de rat - Isolement de micro-vaisseaux Milieu 199 + 30 7 S.V.F.
- Digestion par trypsine-colla-
génase
~ Mise en culture
DIGLIO et al. 1982 Cerveau de rat - Isolement de micro-vaisseaux Milieu DULBECCO + 20 Z S.V.F.
- Digestion par collagénase
- Mise en culture
BOWMAN et al. 1981 Cerveau de rat - Isolement de capillaires Milieu HAM F-12 + 10 & 20 %
. - Digestion par collagénase- S.V.F.
dispase
- Purification sur gradient de
densité
- Mise en culture
BOWMAN et al. 1982 Rétine de boeuf - Isolement de capillaires 1/2 milieu de HAM F-12 +

~ Digestion par collagénase-
dispase

- Purification sur gradient de
densité

~ Mise en culture

1/2 milieu DULBECCO
+ 10 7 S.V.F. i
+ tampon H.E.P.E.S. ( ‘

\_;"" L

TABLEAU IIT :

Ricapitulation des travaux de mise en culture de cellules endothéliales de

MLCAO~VALAS QAUX.

Les thois procldures expérnimentales exposées dans Le texte sont dégagles.
Le classement est chronofogique.
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C'est ainsi que, dans le cas de l'endoth&lium, des ré@sultats reproductibles
peuvent &@tre obtenus avec des milieux standards riches, tel le milieu 199
(Tableau IV) et que des concentrations fortes en séra homo- ou hérérolo-

gues apparaissent nécessalres pour une croissance optimale.

EAGLE (1971) a, en outre, démontré l'effet néfaste des varia-
tions de pH. 11 recommande, 3 la fois 1'utilisation de tampons, tels le bi-
carbonate et 1'H.E.P.E.S. et l'enrichissement de la teneur en CO) atmosphé-

rique, surtout pour de petites cultures,

e) Sous-cultures

-~

Ce type de propagation est important, en particulier &
cause du faible nombre de cellules disponibles en culture primaire. L'opé-
ration consiste en une fragmentation d'une culture confluente, afin d'ense-
mencer de nouvelles fioles avec la population cellulaire obtenue. Plusieurs

méthodes de division ont &té décrites, parmi lesquelles nous citerons

#* Raclages mécaniques (LEWIS et al., 1973)

% Collagénase - E.D.T.A. (JAFFE et al., 1973)
* Trypsine (SLATER et SLOAN, 1975)

* Trypsine - E.D.T.A. (GIMBRONE, 1976).

3 - CULTURE DE L'ENDOTHELIUM MICRO-VASCULAIRE

Actuellement et, comme en témoigne la bibliographie précédemment
exposée (Tableau II), 1'isolement et la culture de l'endothélium de gros

troncs vasculaires sont devenus des techniques de routine.

I1 en va tout autrement pour les endothélia micro-vasculaires.
I1 est en particulier remarquable que peu d'essais de mise en culture d'endo-
thélia capillaires alent été réalisés (Tableau III). Les difficultés rencon-

trées lors de la culture de ce type d'endothé&lium sont en fait de trois ordres

# La séparation des cellules endothéliales de leur environnement tissu-

laire est tr&s délicate.

% La viabilité des isolements cellulaires obtenus est faible et la
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prolifération des cellules "in vitro" est lente.

* La contamination des cultures endothéliales par d'autres types de

cellules est importante.

L'examen de la bibliographie sur la culture des endothélia micro-

vasculaires (Tableau III) dénote une certaine &volution des techniques

* Plusieurs auteurs, tels DEL VECCHIO et al. (1977), PHILLIPS et al.
(1979), SHERER et al. (1980), DAVISON et al. (1980), BIORNTORP et al. (1983)
provoquent une attaque enzymatique de la totalité du tissu &tudié. La culture
est ensuite directement ensemencée avec la suspension cellulaire obtenue. Bien
que contenant une forte population endothéliale, ces cultures sont contaminées

par de nombreux autres types cellulaires (Tableau IIIA).

* La solution de ce probléme est alors évidente : il suffit d'isoler
les micro-vaisseaux avant de les introduire en culture. C'est ce que réalisent
WAGNER et MATTHEWS (1975), BUZNEY et MASSICOTITE (1979), DeBAULT et al. (1979)
et FRANK et al. (1979). Ces résultats sont encore amélior&s par une digestion
des micro-vaisseaux isolés, avant 1'ensemencement (FOLKMAN et al., 1979 ;

BLOUIN, 1980 ; SPATZ et al., 1980 ; DIGLIO et al., 1982) (Tableau IIIB).

# I1 faut néanmoins attendre les travaux de BOWMAN et al. (1981, 1982)
pour obtenir une purification poussée des cellules endothéliales isolées et donc

des cultures dénuées de cellules contaminantes (Tableau IIIC).

Il - METHODES

1 - ISOLEMENT ET CULTURE DES CELLULES ENDOTHELIALES (Fig. §)

Le protocole expérimental est une modification de celui décrit par

BOWMAN et al. (1981).

a) Digestion enzymatique des capillaires cérébravx

Apr@s la dernidre centrifugation, nous avions obtenu un culot
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Capillaires télencéphaliques

J

Digestion enzymatique
par la collagénase

l

Lavage

4

Passage sur gradient
de PERCOLL

l

Récupération
des bandes cellulaires

&

+ Milieu de culture complet

#

Boite FALCON de 25 cm2

!

Incubateur 39°C .
97 7 Air + 3 7 CO2 865
CUILLE )

Figure § : Résumé du protocole experimental WELLASE poun
L' obtention et La mise en culture des cellules
endothéliakes .
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de capillaires télencéphaliques. Ce culot est transvasé dans un erlenmeyer
de 50 ml, muni d'un bouchon 3 vis et contenant 15 ml du milieu de digestion

suivant :

100 ml de milieu 199 avec sels de HANKS
+ 6 ml de S.V.F. (EUROBIO)
+ 1 ml de tampon H.E.P.E,S. 1 M
+ 0,4 ml de L-glutamine 200 mM
30 000 U.I. de pénicilline

+

+ 30 mg de streptomycine

+

500 ug de fungizone
81 mg de collagénase C,L.S. ITI (WORTHINGTON BIOCH. CORP.)

+

ajusté 3 pH 7,1 et stérilisé.

I1 s'agit en fait d'un milieu de culture complet, tamponné par de
1'H.E.P.E.S., enrichi en antibiotiques et en antifongiques et contenant
0,75 mg/ml de collagénase. L'erlenmeyer est placé pendant seize 3 dix-—sept

heures dans un bain-marie (SALVIS) 3 39°C et agité 3 50 A.R./min.

Ce milieu de digestion et les conditions de la manipulation ont
été déterminds expérimentalement au laboratoire par de nombreux essais sui-

vis d'observations microscopiques.

b) Lavage

A la fin de cette période de digestion, la suspension est centri-
fugée a 250 g pendant dix minutes (Centrifugeuse JANETZKI T 32c). Elle est
ensuite lavée avec 10 ml de milieu 199 contenant 5 7 de S.V.F. et centrifu-

gée 3 nouveau.

e) Centrifugation en gradient de densité

Le PERCOLL (PHARMACIA F. Chem.) est une solution colloidale de micro-
billes de silice recouvertes de polyvinylpyrrolidone. Il a &té spécialement
mis au point pour permettre des séparations cellulaires et infra-cellulaires
en gradients de demsité isotoniques. Ne pénétrant pas dans 1'espace intra-

cellulaire, il est d&nué de toute toxicité.



Acides
aminés
essentieds

Acides
aminés
non-essentiels

Dénives
d'acdides
aminés

Vitamines
hydrosofubles
et coenzymes

L-Arginine
L-Cysteine, HCl
L-Cystine
L-Glutamine
L-Histidine
D-L-Isoleucine
D~L-Leucine
L-Lysine
D-L-Méthionine
D-L-Phénylalanine
D-L-Thréonine
D-L-Tryptophane
L-Tyrosine
D~L~Valine

D-L~a~Alanine
D-L-Acide aspartique

D-L-Acide glutamique - H,0

~ Glycine

L-Proline

D-L-Sérine

Acide adénylique
Glutathion

L-Hydroxy-Proline

Acide ascorbique

D-Biotine

Acide folique

Acide Para-Amino—-BenzolIque
Acide nicotinique
Nicotinamide
Pantothénate~D-Ca
Pyridoxine-HC1
Pyridoxal-HC1

Riboflavine

Thiamine

TABLEAU 1V : Composition du Miliew 199 (Documentation EUROBIO).

Concentrations

en mg/l

70,00
0,10
20,00
100,00
20,00
40,00
120,00
70,00
30,00
50,00
60,00
20,00
40,00
50,00

50,00
60,00
150,00
50,00
40,00
50,00

0,20
0,05
10,00

0,05
0,01
0,01
0,05
0,025
0,025
0,01
0,025
0,025
0,010
0,010

Vitamines
Liposolubles

Hydrates
de carbone

dénives

Dénivés
d'acides
nucléliques

Lipddes

dénivés

Eféments
mindraux

Autres
composants
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Concentrations
en mg/1
- Vitamine A o,lo0
- Vitamine D (Calciférol) 0,10
- Vitamine E (a~Tocophérol) 0,01
- Vitamine K (Mé&nadione) 0,01
- Ac8tate de Na - 3 HZO 50,00
- Désoxyribose 0,50
= Glucose 1 000,00
- Ribose=D 0,50
- Adénine 10,00
- A.T.P. (Adénosine triphosphate) 1,00
(Sel de Na)
- Guanine 0,30
-~ Hypoxanthine 0,30
- Thymine 0,30
= Uracile 0,30
- Xanthine 0,30
~ Cholestérol 0,20
- Choline chlorure 0,50
- i-Inositol 0,05

Sels de la solution saline équilibrée de
EARLE ou de la solution saline &quilibrée

de HANKS (TABLEAU V)

- Nitrate ferrique
- Rouge de Phénol

~ Tween 80

0,10
10,00
5,00
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Solution saline Solution saline
8quilibrée de EARLE équilibrée de HANKS
g/t g/t
NaCl 6,800 8,000
KRC1 0,400 0,400
CaC12 -2 H20 0,266 0,186
ugso, - 7 Hy0 0,200 0,100
Sels MgCl, ~ 6 H0 - 0,100
NaHzPO4 - HZO 0,125 -
NaZHPO4 ~7 HZO - 0,090
KH2P04 - 0,060
NaHCO, 2,200 0,350
Glucose 1,000 1,000
Autres composants
Rouge de Phénol 0,010 0,010

TABLEAU V

Composition des solutions salines dquilibries de EARLE

et de HANKS.
(Documentation EUROBIO)
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— Etablissement de gradients de densité continus
de PERCOLL

Le PERCOLL, livré sous la forme d'une solution stérile a 23 7 et de

densité 1,13 g/ml, est dilué de la fagon suivante :

* Neuf volumes de PERCOLL sont mélangés 3 un volume de milieu 199 avec

sels de HANKS concentré dix fois.

# Puis on ajoute au PERCOLL rendu ainsi isotonique, dix volumes de mi-

lieu 199 avec sels de HANKS et contenant 10 7 de S.V.F.

: Un milieu isotonique de PERCOLL & 50 %, de densité@ 1,064 g/ml et

contenant 5 7 de S.V.F. est ainsi obtenu.

I1 est réparti dans des tubes de 13,5 ml en nitrate de cellulose

(BECKMAN) .

A 1'un de ces tubes est ajouté@ un échantillonnage de billes mar=-
queuses de densité (PHARMACIA F. Chem.), afin de calibrer les gradients qui

seront obtenus.

Ceux-ci sont formés simplement par ultra-centrifugation (Ultra-
centrifugeuse BECKMAN L5-65) a 26 000 g pendant 45 minutes en rotor & angle
fixe de 26° (BECKMAN Type 40) et 3 une température de 4°C,

- Passage du matériel cellulaire sur le gradient de

densité

Aprés ultra-centrifugation, 400 ul sont prélevés a la partie supé-

rieure des gradients. Ils sont remplacés par :

~ 400 uyl de milieu 199 + 5 7 de S.V.F. pour le tube contenant
les billes marqueuses ;
- le matériel cellulaire digéré et resuspendu dans 300 ul de

milieu 199 + 5 Z de S.V.F., pour les autres tubes.

Une centrifugation de dix minutes 3 1 000 g en rotor 3 godets oscil-

lants (Centrifugeuse HERAEUS - CHRIST MINIFUGE) suffit pour que le matériel
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cellulaire se fixe au niveau du gradient correspondant & sa densité,

- Réeupération des cellules

-

La bande correspondant & 1l'endothé&lium (et éventuellement les autres
bandes) est alors prélevée a la pipette, diluBe par un volume &gal de milieu 199
+ 5 7% de S.V.F. et centrifugée 3 500 g pendant dix minutes (Centrifugeuse
JANETZKI T 32c). Aucun lavage des cellules n'est nécessaire car le PERCOLL

n'est pas toxique et n'adhére pas aux membranes cellulaires.

d) Mise en culture

- Préparation du milieu de_culture_standard complet

A 100 ml de milieu 199 avec sels de HANKS, sont ajoutés 20 ml de
S.V.F., | ml d'H.E.P.E.S. 1 M, 0,4 ml de L-glutamine 200 mM, 20 000 U.I. de

pénicilline, 20 mg de streptomycine et 250 ug de fungizomne.

- Ensemencement

Le culot cellulaire est resuspendu dans 12 3 24 ml de milieu de
culture et, aprés agitation douce, la suspension obtenue est répartie dans
2 3 4 fioles de culture en plastique (FALCON r&f. 3013 F - 25 sz) (Fig. 6),

3 raison de 6 ml par fiole.

Celles-ci sont placées dans un incubateur dont la température est
réglée a 39°C et dont 1'atmosphére est constituée de 3 7 de COy et de 97 7

d'air. Les fioles sont laissées rigoureusement immobiles.

- Traitement ultérieur

Au bout de trente heures, le premier milieu est &limin&, 1'intérieur
de la fiole est lavé trois fois avec du milieu de culture complet mais ayant

cette fols comme base les sels de EARLE.

Il est ensuite renouvelé réguliérement tous les trois jours.
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- Sous—cultures

En six 3 huit jours (suivant la quantité de 1l'ensemencement), la
mono-couche cellulaire formée est confluente. La prolifération des cellules
est alors ralentie par inhibition de contact et le tapis cellulaire risque

le décollement.

Le contenu de la fiole est alors moissonné par une solution saline
de HANKS sans Ca++ ni Mg++, contenant 0,05 7 de trypsine (WORTHINGTON BIOCH.
CORP.) et 0,02 7 4d'E.D.T.A. (SIGMA). Lorsque les cellules sont d&tachées de
la surface de culture, 10 ml de milieu 199 complet sont ajout8s et la moitié
de la suspension est transvasé@e dans une seconde fiole FALCON. Les deux fioles

sont replacées en incubateur.

2 - CONTROLES MICROSCOPIQUES

a) Microscopie optique

- Observation du matériel

Comme nous l'avons précédemment décrit, c'est la microscopie & con-
traste de phase qui, ici encore, nous permet un contrdle immédiat des isole-

ments et des cultures de cellules.

~ Mesure de_la viabilité_des_cellules

Le test simple d'exclusion du bleu trypan décrit par MANFORDK et
PATTERSON (1979) est utilisé&. Le principe en est simple et rapide : si des
cellules, placées dans une solution physiologique contenant 0,04 7 de bleu

trypan ne sont pas colorées au bout de cing minutes, elles sont viables.

b) Microscopie électronique

- Fraction cellulatires

La préparation des &chantillons est identique & celle utilisée pour

les isolements de capillaires.

- Cultures cellulaires

Le protocole est modifié de fagon a permettre 1'inclusion "en place”

des cellules en culture dans la fiole FALCON en plastique

% La fixation et la déshydratation jusque 1'alcool.lO0 se font dans la

boite de culture.
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% L'oxyde de propyléne dissolvant le plastique, le passage dans ce pro-
duit est remplacé par un bain supplémentaire de trente minutes dans 1l'alcool

absolu.

* Le mélange d'infiltration est alors constitué pour 50 7% d'alcool abso-

lu et pour 50 % de solution C,

* La face supérieure de la bolte FALCON est découpée et une épaisseur de

5 mm de solution C est coulde sur le tapis cellulaire.

% Apr@s polymérisation (six heures 3 20°C, douze heures 3 37°C et soi-
xante-douze heures & 55°C), le plastique est décollé et la résine découpée

en petits blocs.
* La suite des opérations est inchangée.

¥ I1 convient cependant de signaler que les coupes sont, dans ce cas,

récupérées sur des grilles 3 mailles plus grandes, recouvertes d'une membrane
de PARLODION.

I1I - RESULTATS

1 - DIGESTION DES CAPILLAIRES PAR LA COLLAGENASE

a) Microscopie optique

Un examen 3 faible grossissement nous montre la transformation qu'ont

subie, sous l'action de la collagénase, les capillaires 1solés.

L'architecture observée avant la digestion enzymatique (Fig. 6/
est détruite (Fig. 9) : 3 la place des fragments de vaisseaux, ne se rencon—
trent plus dans le milieu que des cellules arrondies, soit isolé&es, soit

groupées par deux, trols ou par paquets beaucoup plus importants.

Sont également visibles des &rythrocytes, reconnaissables & leur
forme ovale, en nombre beaucoup plus important que dans les isolements de

capillaires.

L'exclusion du bleu trypan ajouté dans le milieu, par pratiquement



Figure 9

34bis

Suspension cellulaire obtenue apres digestion des
capillaines par La collagénase.

[Gross. @ x 300)
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tous ces &lé&ments cellulaires, démontre leur viabilité. Par contre, de minus—
cules éléments non identifiables & ces grossissements présentent parfois une

coloration bleue intense.

b) Microscopie électronique

L'observation de la suspension cellulaire,obtenue apr@s digestion
de seize heures des capillaires par la collagénase,en microscopie Electronique

permet d'identifier précisément les &l&ments qui la composent.

Ce sont :
#* De nombreux débris cellulaires, principalement des ré&sidus de pieds

astrocytaires, des fragments membranaires et également des cellules altérées.

% Des cellules libres ou encore groupées entre elles par des systémes
jonctionnels. Leur ultrastructure est bien préservée. Elles constituent la

majorité de la population de cette fraction.

# D'autres types cellulaires tels que :
- des érythrocytes, trés nombreux, maintenant 1ibérés de la
lumidre vasculaire.
- des cellules musculaires lisses et vraisemblablement des

péricytes.

e) Concluston

Nous obtenons donc, aprés une nuit de digestion, un ensemble
trés hétérogdéne contenant certainement une forte proportion de cellules endo-
théliales mais aussi de nombreux déchets, des &rythrocytes et des cellules de

types différents.
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Figure 10 : Fractionnement obtenu apn2s passage des capizzaifaé digénés
par La collaginase sur gradient continu de PERCOLL. Le ftube
de gauche contient Les billes marqueuses de densits, celul
de droite Les éf8ments cellulaires (Fliches).
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Figure 11 : Progil du gradient de densité de PERCOLL, obtenu a £'aide des
billes marqueuses.
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2 - GRADIENTS DE PERCOLL

a) Gradients (Fig. 10 et 11)

La ffZgure 10 nous montre le résultat de la purification de 1'endo-

thélium capillaire sur gradient de densité :

* Le tube de gauche contient les billes marqueuses qui, aprés centrifu-
gation, se sont réparties 3 leurs densités respectives. Le profil du gradient
de densité (Fig. 11) est ainsi dé&duit trd8s précisément. Il sert donc d'étalon
pour le tube contenant le matériel cellulaire, la préparation et les condi-

tions de centrifugation des deux tubes &tant les mémes.

-~

% Le tube de droite (Fig. 10),quant a lui, nous indique de quelle fagon
s'est répartie, dans le gradient, la suspension obtenue aprés digestion du
matériel capillaire. Trois bandes de matériel y sont délimitables de bas en

haut :

- une premidre, tré&s fine, de teinte carminée et de densité
1,117 g/ml

- une seconde, plus 8paisse, de teinte blanche et de densité
comprise entre 1,048 et 1,052 g/ml ;

- une troisilme, beaucoup plus diffuse et occupant pratique-
ment toute la partie supérieure du gradient c'est-d-dire

entre des densités de 1,015 et 1,040 g/ml.

b) Microscopie

Apré&s prélévement, chacune de ces zones cellulaires peut &tre ob-
servée en microscopie optique en contraste de phase et en microscopie &lec-

tronique 3 transmission.

- Zone de densité 1,117 g/ml (Fig. 12)

Elle contient une majorité d'éléments cellulaires ovales et nucléés.

La microscopie électronique nous montre que cette phase cellulaire de densité

1

Elevée est en fait une fraction purifiée d'&rythrocytes (Fig. 12).
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Figure 14 :
Zone de faible densité
= débrnis cellulaines
Ghoss. : x 3200

Figure 13 :

Zone de densit? moyenne
= cellules endothéliales

Gross. : x 4500

Figuna 12 :

lone de densité élevie
= nythrnocytes

Gross. : x 3800

ig

Ui

Figures 12, 13, 14 : Observation en microscopie electronique des
thodis bandes obtenues par passage des capillaires
digénés sur gradient de PERCOLL.
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- Zone de_densité 1,048 a_ 1,058 g/ml (Fig. 13)

Nous retrouvons dans cette zone les petites cellules arrondies
isolées ou groupées en paquets plus ou moins importants qui constituaient
la majorité des &l8ments cellulaires rencontrés aprés digestion des capil-
laires (Fig. 9). Le test du bleu trypan démontre que 90 & 95 7 de ces cel-

lules sont viables.

Des coupes examinées en microscopie é&lectromnique (Fig. 13) montrent
un agrégat cellulaire, formé soit de cellules isolées, soit de cellules encore

réunies entre elles par des systémes de jonctions &tanches.

Certaines associations cellulaires rappellent méme l'architecture

vasculaire précédemment décrite.

Notons aussi que la lame basale est maintenant absente et que les
résidus de pieds astrocytaires ont pratiquement disparu. La population cel-
lulaire semble, comme dans le cas des érythrocytes,trés uniforme et um .
examen de l'ultrastructure cellulaire montre une l&gére vacuolisation des
cellules. Remarquons enfin que la quantit& de maté@riel rassembl&e dans cette

zone est extrémement importante.

- Zone_de_densité 1,015 _a_ 1,040 g/ml (Fig. 14)

Dés la premi@re observation, cette fraction ne semble &tre formée
que d'éléments non identifiables aux faibles grossissements et pratiquement
tous coloré&s par le bleu trypan. Quelques cellules, de teinte bleue elles
aussi, se rencontrent parfois : la viabilité& des &léments isolés est donc

cette fois réduite 3 quelques pour-cent seulement.

La microscopie électronique (Fig. 14) mous montre un ensemble de
cellules trés altérées, fréquemment déchirées et une &norme proportion de
pleds astrocytaires. Quelques cellules d'un type différent, en apparence,

peuvent &également se rencontrer dans cette fraction.

En résumé, les &léments regroupés dans cette zone sont, hormis

quelques cellules entiéres, des déchets cellulaires.
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3 - CULTURES_CELLULAIRES

Par passage sur gradient de densité& des capillaires digérés, trois

phases cellulaires sont donc obtenues :

* La zone érythrocytaire : elle ne présente aucun intérét dans le cadre
de cette 8tude et est donc éliminée ;

* La zone supérieure contenant quelques rares cellules et la zone cen-
trale regroupant la grande majorité des cellules obtenues par digestion des

capillaires cérébraux, seront mises en culture.

De fagon 3 en contrdler la croissance et & y déceler précocement
une 8ventuelle contamination microbienne, un examen quotidien des cultures
est nécessaire : celui-ci ne peut &tre effectué qu'au microscope inversé et

i contraste de phase.

a) Mise en culture de la phase supérieure du gradient

Aprés vingt-quatre heures de culture dans les conditions stan-—
dard précédemment énoncées, aucune structure cellulaire ne s'est fixée sur
la surface de culture. L'altération de 1l'ensemencement est totale et défini-
tive en quarante-huit 3 soixante-douze heures. Cette expérience prouve donc

1'altération irréversible des éléments cellulaires de cette fractionm.

b) Mise en culture de la phase centrale du gradient

(Fig. 15 a 18)

Comme nous pouvions le présumer et comme nous allons le découvrir,
cet isolement cellulaire est en fait le seul 3 présenter un int&r&t pour la

culture cellulaire.

- Aprés vingt—-quatre heures de culture

A ce stade, deux grandes modifications sont 3 noter :

* Le milieu de culture contient en suspension de tr@s nombreux débris

cellulaires, de petites tailles, ressemblant le plus souvent & des cellules
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Figure 15 : Aspect d'une culture de cellules endothéliales vingZ-
quatne heures apres L'ensemencement.

(Gross. : x 300)
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Figure 16 : Aspect d'une c
huit fourns.
(Gross. : x 300)
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~

mortes ou 3 des fragments membranaires. La proportion de ces déchets peut

8tre estimée 3 60 - 70 % de 1l'ensemencement primaire.

* Des colonies cellulaires (Fig. 15), de forme circulaire, se sont
fixées et 8talées sur la surface de culture. Leurs cellules sont polygonales
et poss&dent un noyau central peu dense et un cytoplasme mince et peu gra-
nuleux, sauf dans la région périnucléaire. Le contact inter—cellulaire dans
ces colonies est trés intime. Quelquefois, un amas plus dense, correspondant

& une structure vasculaire rétractée peut &tre identifié.

A noter &galement que, parfois, certaines cellules, isolées ou
groupées par deux ou trois, se referment sur elles—mémes (Fig. 15) : 1la
structure obtenue rappelle alors l'architecture vasculaire "in vivo", avec

délimitation d'une '"pseudo-lumidre'.

- De_deux d_huit_jours de_culture (Fig. 16)

La prolifération de ces colonies est trés rapide. Par accroissement
de la population et par migration des cellules de colonies adjacentes, la sur-
face de culture est progressivement occupée et, en cing 3 huit jours, le tapis
cellulaire est totalement confluent. Les cellules polygonales sont alors par—
faitement jointives et 1'image obtenue (FZg. 16) est celle d'une mosalque
cellulaire dans laquelle se retrouvent les traces des flots cellulaires pri-

mitifs.

Parfois, des cellules fusiformes semblent se développer sur le

tapis cellulaire ainsi obtenu mais leur nombre reste extr@mement ré&duit.

- Suite de la culture (Fig. 17 et 18)

Lorsque la surface de la fiole est totalement couverte par le
tapis cellulaire, la population est partiellement divisée 3 1'aide de tryp-

sine - E.D.T.A. Une seconde boite est ainsi ensemencée.

La prolifération cellulaire reprend alors et, en quelques jours,
les cultures filles sont, elles aussi, confluentes. L'image de leur tapis
cellulaire est la méme que celle obtenue avec la culture primaire. Il est

possible d'effectuer ainsi une 3 trois sous-divisionms.
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Mais au bout d'une péricde, variable selon les cultures, corres-—
pondant en moyenne & deux ou trois semaines de culture au total, les cellules
prennent rapidement un aspect altéré (FZg. 17). Le nombre des mitoses di-
minue considérablement et la prolifération devient extrémement lente. Les cel-
lules s'Elargissent anormalement, se chevauchent parfois et prennent souvent
des formes amiboides. Une vacuolisation importante apparait en méme temps.

I1 est néanmoins possible de conserver ces cellules "maladives" en culture
pendant plusieurs mois. Les cellules restent cependant dans un &tat stable,

sans plus jamais donner de couche confluente, puis meurent peu 3 peu (Fig. 18)

4 - EXAMEN DES CULTURES EN MICROSCOPIE ELECTRONIQUE

Les coupes sont ici effectuées perpendiculairement 3 la surface

de culture.

a) Cas de cultures "jeunes"

Les cellules apparaissent trds &talées, extrémement fines i la

périphérie et réparties en une couche mono-cellulaire.

Les principaux organites intra-cytoplasmiques, tr&s nombreux
(mitochondries, appareil de GOLGI, ergastoplasme) ont une architecture vi-
siblement intacte. Aucun autre organite particulier n'est observable dans

nos échantillons.

P

b) Cas de cultures "Ggées"
L'aspect des préparations est fondamentalement différent :

Les cellules sont réparties en plusieurs couches : il n'est pas
rare d'observer trois 3 quatre strates cellulaires dans une coupe transver-

sale.

Les organites intra-cellulaires sont trd&s altérés. En particulier,
des vésicules du réticulum et de nombreuses mitochondries sont trés gonflées
et dilatées, donnant 3 la cellule son aspect vacuolisé@ caractéristique de la

sénescence.

Ces observations confirment donc totalement celles réalisées en

microscopie optique.
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IV - DISCUSSION

1 - OBTENTION DES CELLULES ENDOTHELIALES

Les deux méthodes d'obtention de ces cellules sont en fait direc-

tement induites par le maté&riel choisi :

#* La premidre technique, la plus utilis&e, consiste i "décaper" 1l'intima
d'une voie sanguine de fort diamétre en perfusant le vaisseau avec une solu-

tion enzymatique (trypsine ou collagénase).

C'est ainsi que de grandes quantité&s de cellules endothéliales
sont obtenues & partir d'aortes (POMERAT et SLICK, 1963 ; MACARAK et al.,
1977 ; ESKIN et al., 1978 ; SCHWARTZ, 1978 ; MERRILEES et SCOTT, 1981),
d'artéres pulmonaires (RYAN et al., 1978 ; JONES, 1979), coronaires (NEES
et al., 1981), ou iliaques (GLASSBERG et al., 1982), ou trés souvent, de
veines ombilicales humaines (MARUYAMA, 1963 ; JAFFE et al., 1973 ; LEWIS et

al., 1973 ; GIMBRONE et al., 1974 ; HAUDENSCHILD et al., 1975 ; CHRISTOFINIS
et al., 1979). '
#* Lorsqu'il s'agit de micro-vaisseaux, le protocole général est dif-

férent.

- Certains auteurs dissocient le tissu et le mettent di-
rectement en culture (DEL VECCHIO et al., 1977 ;
PHILLIPS et al., 1979 ; BJORNTORP et al., 1983). Ils
obtiennent alors des cultures endothéliales impures et

pas uniquement originaires de capillaires.

- WAGNER et MATTHEWS (1975), puis BUZNEY et MASSICOTTE
(1979) et DeBAULT et al. (1979) sont les premiers i réa-
liser un isolement préalable des micro-vaisseaux, avant
leur mise en culture. Les isolements obtenus n'en sont

pas moins impurs et restent difficilement identifiables.

Nos travaux, visant & dissocier la paroil capillaire de fagon a

obtenir une fraction de cellules endothéliales libres, fraction qui sera
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ensuite purifiée, sont donc parmi les premiers de ce genre.

Les cellules endothéliales des capillaires cérébraux sont &troi-
tement réunies entre elles par des systémes jonctionnels trés &laborés
(DELORME et al., 1970 ; DELORME, 1971) et l'action de la collagénase pen-
dant un temps bref ne suffit pas & rompre ces jonctions (BLOUIN, 1980). Il
nous a donc fallu mettre au point un milieu particulier, de fagon & préser-
ver la viabilité des cellules pendant une attaque enzymatique de longue durée.
La mise au point de cette technique nous a demandé de tr@s nombreux essais,

tels que :

*% L'essai de différentes enzymes, collagénase, trypsine, dispase ou
encore d'E.D.T.A. et des combinaisons de ceux=ci ;

* La recherche de la concentration optimale de la collagénase dans le
milieu ;

* L'étude de différents milieux physiologiques, plus ou moins élaborés.

Pourtant, malgré les conditions drastiques de cette digestion,
la séparation des cellules endothéliales, les unes des autres, n'est pas
totalement obtenue, vraisemblablement 3 cause de 1'&norme résistance des

1

"zonulae occludentes" les réunissant entre elles.

Néanmoins, 1'objectif principal est atteint : séparer 1'endothé-
lium des autres structures du micro-vaisseau c'est-3-dire dissocier endothé-
lium, lame basale, péricytes, résidus de pieds astrocytaires et &ventuelle-

ment, cellules musculaires lisses.

I1 apparalt donc inutile, dans le cadre de cette expérimentation,
d'augmenter encore la puissance de la digestion, ce qui ne se traduirait sans

doute que par une altération de la viabilité des cellules,

Par contre, il devient alors nécessaire et suffisant d'extraire

la population endothéliale de 1l'ensemble hétérogéne obtenu aprés digestion.
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2 - PURIFICATION DES CELLULES

BOWMAN et al. (1981) sont les premiers 3 purifier, d'une fagon
pratiquement absolue, 1'endothélium cobtenu aprés digestion de capillaires cé-
rébraux de Rat. Ils utilisent pour cela du PERCOLL et forment avec ce com-
posé des gradients permettant la séparation d'éléments cellulaires dont les

densités ne différent que de quelques milligrammes par millilitre,
Nous avons également utilisé ce procédé avec le méme succés.

I1 suffit de partir d'une densit& de PERCOLL voisine de celle du
matériel 3 isoler et d'étaler fortement le gradient dans cette zone. Ces con-
ditions réalisées, la purification du matériel est alors optimale : ceci est

vérifié par toutes nos observations, en microscopie optique ou &lectronique.

Les é&léments cellulaires qui nous intéressent, se fixent 3 une
densité de 1,050 g/ml (+ 0,002). Cette valeur est identique & celle trouvée
par BOWMAN et al. (1981) pour 1l'endothélium isolé de capillaires cé&rébraux

de Rat.

A titre d'information, indiquons que des capillaires non digérés,
fraichement isolés de té&lencéphales de Poulet, se fixent 3 une densité de
1,039 g/ml, valeur également obtenue par BOWMAN et al. (1981) pour leur ma-

tériel.

3 - CULTURE CELLULAIRE

Ce sont des milieux comparativement riches, tel le milieu 199,
additionnés de 20 % de sérum de veau foetal qui constituent habituellement
la base de culture pour l'endothélium des micro-vaisseaux (WAGNER et MATTHEWS,
1975 ; DEL VECCHIO, 1977 ; DeBAULT et al., 1979 ; PHILLIPS et al., 1979 ;
SPATZ et al., 1980 ; BJBRNTORP et al., 1983). De pius, la culture se fait

toujours en atmosphére enrichie en co,.

Nos manipulations se réalisent donc dans des conditions standard

optimales.

Malgré ceci, seulement 30 3 40 % de 1l'isolement cellulaire, pour-
tant viable 3 90 - 95 7 se fixe et prolifére sur le plastique. Cette mortali-
té cellulaire importante 3 la mise en culture est observée par pratiquement

tous les auteurs et en particulier par GIMBRONE (1976). BOWMAN et al. (1981)
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recouvrent la surface de culture avec du collagéne et réussissent ainsi 3
obtenir une meilleure fixation des cellules lors de 1'ensemencement primaire.
Le méme résultat est obtenu en substituant la fibronectine au collagéne
{BOWMAN et al., 1982). L'attachement des cellules, dont la membrane plas-
mique est probablement "décapée' par 1l'attaque de la collagénase, serait
donc favorisé par la présence de molécules particuliéres fixées au plas-

tique de la surface de culture.

Lors de précédents essais (BLOUIN, 1980), nous avions tenté la
mise en culture de capillaires intacts ou tr&s peu digéré&s. La fixation et
la prolifération des cellules &taient alors réduites, probablement freinées
par la lame basale encore intacte et les cultures endoth&liales étaient for-
tement contaminées par d'autres types cellulaires, en particulier des péri-
cytes. C'est pourquoi lors de ce travail, l'accent a &té mis sur la qualité

et la pureté du matériel ensemencé.

De plus, GIMBRONE et al. (1974) et GIMBRONE (1976) affirment que
des ensemencements primaires inférieurs 3 3.105 cellules endothéliales par
fiole de 25 cm2 ont peu de chances de donner des cultures reproductibles.
C'est pour rester bien au-deld de cette limite, qu'3d partir d'un isolement
de capillaires, le plus important possible, nous n'ensemengons que deux 2

quatre cultures primaires.

Le nombre de cellules par boite, difficilement mesurable i
1'hématimétre de MALASSEY 3 cause des paquets de cellules plus ou moins

. a R 5 6
importants, peut &tre estimé, 3 1'ensemencement entre 5.10 et 10  cellules.

Notons également que le choix de poulets d'un 3ge de
trente jours,comme matériel expérimental, est dicté par nos manipulations :
en effet plus les cellules sont jeunes, mieux elles proliférent "in vitro"
(BLOUIN, 1980 ; JAFFE, 1980). Mais dans le cadre de nos recherches, il est
indispensable que leurs potentialités enzymatiques soient &tablies. Un &ge
de trente jours, qul correspond 3 un état de maturité proche de celui de

1'adulte, est donc un bon compromis.

Cependant, les cultures obtenues s'alt@rent en quelques semaines.
Des changements de milieu, plus ou moins fréquents, ou un enrichissement

du milieu 199 par 25 ou 30 7% de sérum de veau foetal, ne freinent pas ce



49,

processus de dégénérescence. De méme, un remplacement du milieu 199 par du
milieu M.E.M., du milieu F.12 de HAM ou du milieu de DULBECCO n'apporte
aucune amélioration. Cette sénescence des cultures est également observée,
a plus ou moins long terme, par la totalité des auteurs travaillant sur

1'endothélium "in vitro", quelle que soit l'origine de cet endothé&lium.

LEVINE et MUELLER (1979) n'hésitent d'ailleurs pas & considérer
1'endothélium vasculaire comme un modéle pour 1'étude de la sénescence cel-
lulaire, prise au sens général. GOSPODAROWICZ (1980) remarque &galement
ce phénomé&ne de sénescence dans des cultures d'endothélium cornéen et y

remédie par 1'addition de facteurs de croissance.

Mais, comme nous le découvrirons dans la suite de ce travail,
nos cultures sont néanmoins parfaitement utilisables pour atteindre les

objectifs que nous nous sommes fixé&s.
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C - CARACTERISATION DES CELLULES ENDOTHELIALES EN CULTURE

A la suite de cette premiére série de manipulatioms, il apparait
logique de conclure que les cellules qui proliférent dans nos cultures sont
des cellules endothéliales. C'est d'ailleurs ce que nous avons souvent admis

dans la discussion précédente.

-

Mais, de fagon 3 conserver une parfaite rigueur expérimentale,
une démonstration exacte de 1l'identité de ces cellules s'impose maintenant.
Dans cette partie du travail, nous passerons d'abord en revue les &léments
acquis, puis nous élaborerons une technique destinée & caractériser les

cellules endothéliales en culture,

I - INTRODUCTION

1 - APPORTS DE LA MICROSCOPIE OPTIQUE

L'observation de nos cultures permet de relever plusieurs parti-

cularités

* Dans les heures qui suivent 1'ensemencement, les cellules qui se
fixent 3 la surface de culture forment toujours des colonies circulaires

de trois & vingt-cing cellules (Fig. 19).

Ces cellules sont si étroitement apposées que les limites inter-
cellulairessont indistinctes. Puis ces colonies s'accroissent et forment une
monocouche cellulaire incompl&te, puls confluente (Fig. 16). Cette évolution
morphologique, décrite par POMERAT et SLICK (1963), GIMBRONE et al. (1974)
et GIMBRONE (1976) est une caractéristique de 1'endoth&lium en culture. Elle
n'est, en particulier, jamais mise en &vidence dans les cultures de fibro-

blastes ou de cellules musculaires lisses (DAVISON et al., 1980).
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Figute 19 : Colonie de cellules endothiliales dans une c
de vingt-quatre heures.

Figure 20 :

(Gross. : x 1000)

Onganisation des cellules endothéliales en une struc-
Zune tuidimentionnelle caractinistique . Culture
de vingt heuwres.

(Gross. : x 1000)
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% Fréquemment, les cellules endothéliales, isolées de capillaires et
mises en culture, sont capables de s'organiser en structures tubulaires
tri-dimensionnelles, structures identiques & celles présentées par les ca-
pillaires "in vivo" (FOLKMAN et al., 1979). De telles associations cellu-
laires se rencontrent fréquemment dans nos cultures (FZg. 20). Elles n'ont
été, 3 ce jour, observées que dans des cultures d'endothélium et uniquement

d'endothélium micro-vasculaire.

#* Les cellules de nos cultures possé&dent une granulation cytoplas-
mique trds importante dans la région périnucléaire, alors qu'elle semble
absente au niveau des prolongements (Fig. 17). Ceci est une particularité

de 1'endoth&lium capillaire, relevée pour la premiére fois par ROUGET (1873).

IT - INSUCCES DES_METHODES COURAMMENT UTILISEES POUR_CARACTERISER
LES CELLULES ENDOTHELIALES EN CULTURE

a) Marqueurs ultrastructuraux

En 1964, WEIBEL et PALADE mentionnent la présence d'organites en
forme de baguettes et limités par une membrane unitaire, dans les cellules
endothéliales artérielles. Bien que la fonction de ces corpuscules soit
encore aujourd'hui inconnue, leur présence en fait des marqueurs spécifiques
de l'endothélium des gros vaisseaux. Mais ils n'ont jamais &té rencontrés
au niveau d'endothé&lia capillaires 3 maturité (FOLKMAN et al., 1979) et sont
absents de nos échantillons. Aucun autre organite spé&cifique n'est observable

dans nos cellules en culture.

b) Antigéne du facteur VIII (Facteur anti-hémophilique)

Cet antigéne peut &étre mis en évidence dans les cellules endothé-
liales, les plaquettes et les mégacaryocytes (JAFFE et al., 1973). Il est
considéré comme &tant le marqueur endothélial le plus slr et est générale-

ment détect? au niveau des cellules en culture par des techniques d'immuno-

fluorescence par double marquage.
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Mais les anticorps anti-facteur VIII de mammifére commercialisés
ne sont pas utilisables chez l'oiseau : fabriqués chez le lapin contre des

antigénes humains, ils ne se fixent pas sur les antigénes de poulet.

La vérification a été effectuée au laboratoire sur des coupes de
cerveaux de rat et de poulet : un marquage spécifique de 1'antigéne du fac-
teur VIII de 1'endoth&lium vasculaire est obtenu chez le rat mais pas chez

le poulet.

III - AUTRES METHODES

Elles sont essentiellement bas8es sur les intéractions de l'endo-

thélium avec les plaquettes du sang.

a) Non-adhérence plaquettairé

Une des fonctions principales de l'intima vasculaire est en effet
d'empécher 1'adhérence des plaquettes. Cette propriété est comservée par les

cellules endothéliales "in vitro" (BOWMAN et al., 1981).

b) Production de prostacycline (Prostaglandine I)

Les cellules endothéliales facilitent 1'&coulement sanguin par
production d'un agent, la prostacycline, qui empé@che l'agrégation plaquet-—
taire (MONCADA et al., 1976). L'endoth&lium cultivé synthétise &galement ce
composé (WEKSLER et al., 1977 ; CHRISTOFINIS et al., 1979),

Mais ces méthodes n'ont pas &té mises en oeuvre au laboratoire

pour les raisons suivantes

# Elles demandent la mise au point de techniques lourdes : isolements
purifiés de plaquettes ou estimation de la quantité de prostacycline formée

par des dosages complexes.

% La réussite de 1'application de ces méthodes chez 1l'oiseau est

incertaine.
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* Ces procé&dé&s sont longs et colteux. Nous leurs avons pré&féré une tech-
nique combinée mise au point au laboratoire et que nous allons décrire main-

tenant.

[1 - METHODE D'IDENTIFICATION INDIRECTE DE L'ENDOTHELIUM EN CULTURE

1 - PRINCIPE

L'enzyme de conversion de l'angiotensine I en angiotensine II
(A.C.E.) est localisée spécifiquement 3 la face luminale de la cellule endo-
théliale (CALDWELL et al., 1976 ; RYAN et al., 1976) et dans certains épithé-
lia rénaux (WARD et al., 1976).

Cette enzyme dont les rdles physiologiques les plus importants sont
1'inactivation de la bradykinine et la scission de 1'angiotensine I en His-Leu
et en angiotensine II (le plus puissant des vasopresseurs connus), se retrou-
ve dans les cultures d'endothélia vasculaires isolés de gros ou de micro-vais—

seaux de divers tissus (RYAN et al., 1976).

Mais le fait de détecter et de mesurer cette activité enzymatique
dans une culture de cellules obtenue 3 partir de capillaires télencéphaliques,
ne suffit pas & démontrer que cette culture EST une culture de cellules endo-
théliales. La seule conclusion alors possible est qu'il existe bien des cel-
lules endothéliales dans cet échantillon mais dans une proportion indéter-

minable.

Par contre, s'il est possible de démontrer que la population cel-
lulaire contenue dans la culture n'est formée que d'un seul type cellulaire,
puis de mettre en &vidence une activité A.C.E. au niveau de cette population
cellulaire, la caractérisation de la culture comme ETANT une culture endo-

théliale est alors réalisée.

Voici donc é&noncées les deux phases de notre protocole expérimental
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* La démonstration d'une population cellulaire unique dans les cultures

se fera & 1'aide de gradients de densité.

* L'activité de 1'A.C.E. sera mesurée par un dosage spectrofluorimé-

trique.

2 - TECHNIQUES UTILISEES

a) Gradients de densité en PERCOLL

Le protocole utilisé pour former et calibrer les gradients de
PERCOLL et pour séparer les &léments cellulaires sur ces gradients est ri-
goureusement identique & celui décrit point par point préc&demment. Signa-
lons simplement que pour cette manipulation, les cellules cultivées sont
moissonndes 4 l'aide de la solution trypsine - E.D.T.A., puis lavées trois

fois avec le tampon sodium—potassium, pH 8,3 (composition ci-desscus).

b) Mesure de l'activité de 1L'A.C.E.

Dans ce dosage fluorométrique trd@s sensible, c'est 1'hydrolyse
d'un substrat tripeptidique Hip-His-Leu qui est mesurée, par détection du
dipeptide His-Leu 1ibé&ré par la réaction (FRIEDLAND et SILVERSTEIN, 1976).
Nous nous sommes volontairement désintéressés des techniques radioisotopiques,
trop lourdes 3 mettre en oeuvre pour ce dosage, effectué dans un but de con-

trdle.

L'échantillon cellulaire est resuspendu dans 0,5 ml de tampon
sodium-potassium, pH 8,3 et homogénéisé dans un vase de BRAUN-MELSUNGEN

muni d'un piston de téflon denté&, entrainé a 1 500 t/min.

La composition du tampon sodium—-potassium est la suivante
(FRIEDLAND et SILVERSTEIN, 1976)

K,HPO, 0,5 M
NaCl 1,5 M

I1 est ajusté& 3 pH 8,3 par HCl M.
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Le milieu d'incubation se compose de :

50 ul Tampon Na-K ©pH 8,3
50 ul de substrat Hip-His-Leu 25 mM (SIGMA)
50 ul de broyat cellulaire
100 ul H20
L'incubation dure quinze minutes & 37°C, sous agitation (Bain-
marie SALVIS). Elle est arrétée par l'addition de 1,45 ml de NaOH 0,28 M.
Cent micro-litres de O-Phtaldéhyde & 2 7 dans le méthanol sont alors
aussitdt ajoutés, suivis, dix minutes plus tard exactement, par deux cents mi-

cro—~litres d'HC1 3 M.

L'échantillon est alors centrigugé pendant dix minutes 3 1 000 g
(Centrifugeuse CHRIST). Trente 3 quatre-vingt—dix minutes d'attente sont né-
cessaires avant la lecture au spectrofluorimétre (FARRAND), ceci afin que
la fluorescence soit totalement &établie. La longueur d'onde de la lumiére
d'excitation est de 370 nm et celle de la lumiBre de fluorescence est réglée

a4 500 nm.
A chaque dosage, sont &galement réalisés

#* Une gamme d'étalonnage, constituée 3 partir d'une solution d'His-Leu

(SIGMA) 1 uM ;

# Un témoin blanc, obtenu en arrétant la réaction avant 1'addition du

broyat cellulaire.

¢) Dosage des protéines

I1 est effectué dans le but de pouvoir calculer 1'activité enzy-

matique spécifique de nos é&chantillons.

La technique utilisée est adaptée de celle de LOWRY et al. (1951),
basée sur la réduction d'un complexe cuivre-protéine, formé en milieu alcalin,

par le réactif phosphomolybdique - phosphotungstique de FOLIN-CIOCALTEU.
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A 0,35 ml de soude | M, sont ajoutés 0,05 ml de broyat cellulaire.
L'ensemble est porté & ébullition cing minutes et est laissé& au repos une

heure 3 température ambiante.

Ce délai écoulé&, 2 ml de la solution sulvante sont ajoutés

50 ml de NazCO3 a2z
+] ml du mélange | : 1
CuSO4 -5 HZO alz

Tartrate double de Na-K 3 20 7%

La formation du complexe cuivre-protéine demande dix minutes.
Puis 200 ul de réactif de FOLIN~CIOCALTEU (MERCK) dilué de moitié par de
1'eau, sont ajoutés.

Le développement de la coloration nécessite un délai de trente
minutes & 1'obscurité. La densité optique des tubes est lue au spectropho-

tométre (PERKIN-ELMER 55E), & une longueur d'onde de 750 nm.

Avant chaque dosage, un témoin blanc et une gamme &talon de sérum
albumine bovine de 10 & 100 ug/0,05 ml, sont préparés en tampon sodium-po-

tassium pH 8,3.

ITI - RESULTATS

| - GRADIENTS DE_PERCOLL (Fig. 21)

Le passage des cultures sur gradient de PERCOLL n'entraine aucune
séparation de la population cellulaire de celles-ci : la totalité du matériel
se retrouve en effet sous la forme d'une unique bande de densité moyenne

1,050 g/ml.
Notons simplement le fait suivant

% 31 la culture est jeune, la couche que forment les cellules dans le

gradient est tré&s fine : 1'écartement de la densité de la population cellulaire
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par rapport & la densité moyenne annoncé@e est donc insignifiant (de 1l'ordre

de + 0,001 g/ml).

# Si la culture est sénescente, elle forme toujours une bande unique
dans le gradient mals cette bande est beaucoup plus diffuse. La densité du
matériel est toujours 1,050 g/ml en moyenne mais cette fois répartie de
1,042 3 1,058 g/ml.

Des examens microscopiques ne révélent aucune diffé@rence dans
les populations cellulaires de cultures passées ou non sur ces gradients de

densité.

2 - ACTIVITE DE L'A.C.E.

La figure 22 nous donne 1l'activité de 1'A.C.E., mesurée dans des
cultures cellulaires 3 différents stades de croissance : cette activité enzy-
matique, marqueuse de 1'endothélium, est donc bien présente dans nos cultures,
c'est principalement ce qu'il fallait démontrer. Mais si l'activité@ spécifique
est de 1l'ordre de 2 nMol. de substrat dégradé par minute et par milligramme de
protéines (1l 971,6 pMol.S.d./min/mgP.) pour une culture trds jeune, elle tombe
3 une valeur pratiquement 85 fois plus faible (= 23,5 pMol.S.d./min/mgP.) pour

une culture trés vieille.

Cette diminution de 1'activité spécifique de 1'A.C.E. est surtout

trés rapide lors des premiers jours de culture.

A titre de comparaison, ce dosage a €galement &té effectué sur des
homogénats t&lencéphaliques totaux et sur des isolements de capillaires télen-
céphaliques. Les valeurs mesurées sont respectivement de 226,2 + 69,7

pMol.S.d./min/mgP. et de 2 245,6 + 218,9 pMol.S.d./min/mgP.

Comparée au télencéphale pris dans son ensemble, la fraction de ca-
pillaires isolés présente donc un enrichissement de 1'activité enzymatique &tu-—

dide de l'ordre de dix fois.

L'endothélium ne conserve cette activité &levée que lors des tout

premiers stades de sa culture seulement.
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Signalons enfin que 1'activité enzymatique s'accroit lindairement
avec des temps d'incubation de O 3 30 minutes et avec des concentrations en

protéines de O 3 40 pg par incubat.

IV - DISCUSSION

La démonstration directe de l'identité endothéliale de nos cul-
tures &tant impossible avec notre matériel, seule restait possible une mé-
thode combinée. DeBAULT et al. (1979, 1981) semblent s'é@tre, eux aussi, heur-
tés aux mémes problémes avec des cultures de cellules endothéliales dérivées
de micro-vaisseaux céré@braux de souris. Cela les a conduits 3 mettre au point
une méthode trés complexe, consistant 3 fabriquer des anticorps "anti-mem-—
branes de cellules endothéliales', pour pouvoir caractériser des cellules

"in vitro".
Notre démarche expérimentale est plus simple et plus rapide :

L'A.C.E. est localisée "in vivo" 3 la face luminale de 1'endoth&lium
(CALDWELL et al., 1976). Mais les auteurs travaillant sur 1'endoth&lium "in vi-

tro"

négligent souvent ce marqueur pour d'autres, plus aisés & mettre en &vi-
dence, tels que 1l'antigdne du facteur VIII ou les corpuscules de WEIBEL-PALADE
(ZETTER, 1981). Mesurer cette activité de 1'A.C.E. dans le but de caractériser
1l'endothélium en culture demande en effet une démonstration pré@alable : ce
n'est que dans le cas oll la culture ne contient qu'une seule et unique popu-
lation cellulaire, qui montre une activité de 1'A.C.E., que l'on pourra af-

firmer son identité& endothéliale.

C'est ce que nous avons réalisé et nos résultats sont les tout pre-

miers de ce genre.

Soulignons d'emblée 1'homogénéité des résultats obtenus avec le
PERCOLL : en effet, la densité des cellules cultivées est identique 3 celle
mesurée lors de l'ensemencement du matériel. Cette valeur de 1,050 g/ml est

Egalement identique 3 celle trouvée par BOWMAN et al. (1981) pour 1'endothé&lium

des capillaires cérébraux de rat.
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Afin d'expliquer le phénomé@ne de dispersion de la densité des cel-
lules sénescentes par rapport & leur densité moyenne, nous émettons deux hy-

pothéses :

# Nous avons tout d'abord pensé que la culture, homogéne au départ,
pouvait se trouver peu 3 peu envahie par des cellules d'un, ou de plusieurs
types différents. Cette hypoth&se nous parait cependant peu vraisemblable
car, comme le montre 1'observation microscopique de cultures sé&nescentes, la
prolifération de la culture est stoppée totalement. La culture présente un
aspect stable pendant un temps tré&s long et dégénére lentement, sans &tre vi-

siblement submergée par des cellules morphologiquement différentes.

De plus, comme nous l'avons vu lors de nos premiers isolements, les
cellules contaminantes se trouvent principalement dans la zone de densité com-
prise entre 1,015 et 1,040 g/ml et non, comme c'est le cas des cellules obte-

nues en culture, dans la zone de densité moyenne 1,050 g/ml.

* La seconde hypothése est directement déduite des observations micros-
copiques de cultures sénescentes. Les cellules dgées ont en effet une morpho-
logie trés différente de celle des cellules jeunes : elles sont beaucoup plus
étalées et tré&s souvent vacuolisé@es. Leur multiplication est arrétée. Il est
probable que ces cellules, plus ou moins vacuolisées, altdrées et dédifféren-
ciées, aient des densités s'écartant de celle d'une cellule jeune et en par-

fait état.

Cette notion de vieillissement se retrouve d'ailleurs intégrale-
ment lors du dosage de l'activité de 1'A.C.E. En effet, les mesures que nous
avons réalisées mettent en évidence la décroissance extrémement rapide de ce
marqueur en fonction du temps de culture. Nous avons vu précédemment que 1'al-
tération des cultures était définitive en deux 3 trois semaines, ce qui cor-
respond exactement & la disparition de 98 7 de 1'activité de 1'A.C.E. La dé-
croissance, en fonction du temps, de cette activit@ enzymatique dans les cul-
tures de cellules endothéliales est observée par tous les auteurs travaillant
sur ce matériel et a fait 1'objet d'une étude approfondie par DEL VECCHIO et
SMITH (1982). Il nous est difficile de comparer nos résultats avec les valeurs

relevées dans la bibliographie, celles-ci &tant extr@émement disparates. Pour

ne citer que deux exemples, cette activité est, pour des cellules en culture
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bien entendu, de 34,6 nMol.S.d./min/mgP. pour l'endoth&lium d'artdre pulmo-
nairé de boeuf (DEL VECCHIO et SMITH, 1982) et de 0,29 nMol.S.d./min/mgP.
pour l'endoth&lium de 1'aorte du mé@me animal (MENSELSON et KACHEL, 1981). En
fait, les auteurs se contentent tré&s souvent de qualifier la culture dosée de
"jeune" ou de "vieille" sans en préciser 1'dge exact. De plus, cette activité
enzymatique présente une grande variation selon les animaux et les tissus
étudiés.

Les activités moyennes de 1'A.C.E. que nous dosons pour les capil-
laires isolés (2,25 nMol.S.d./min/mgP.) et le té&lencéphale (0,22 nMol.S.d./
min/mgP.) sont elles, tout 3 fait comparables 3 celles que mesurent GIMBRONE
et al. (1979) dans le cerveau de boeuf et qui sont de 2,8 nMol.S.d./min/mgP.

pour les micro-vaisseaux et de 0,10 nMol.S.d./min/mgP. pour le cortex.
Nous avons volontairement limité cette &tude sur 1'A.C.E. En effet

* Une simple détermination de la présence de cette activité enzymatique
dans le matériel isolé est nécessaire et suffisante pour résoudre le probléme

posé : la caractérisation de nos cultures de cellules endothéliales.

* 11 aurait pourtant &té intéressant d'utiliser le mod&le de la culture
cellulaire pour étudier d'une fagon approfondie cette activité de 1'A.C.E. et
ses variations en fonction de différents facteurs. Mals ces investigations
sortent alors du cadre de ce travail sur la barridre h&mo-encéphalique, cette

enzyme n'y jouant, apparemment, aucun rdle spécifique.
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CONCLUSION DE LA PREMIERE PARTIE

Dans cette premid@re partie de notre travail, deux objectifs de-

vaient @&tre absolument atteints :

~ Obtenir une fraction purifiée de capillaires télencéphaliques
de Poulet ;

- Réaliser des cultures de leurs cellules endothéliales.

Pour cela, de nombreuses techniques biologiques, cytologiques et

biochimiques ont dues &tre mises en oeuvre.

* En ce qui concerne les fractions de capillaires cérébraux, leur pu-
rification a due &tre poussée le plus loin possible mais tout en préservant

leur viabilité et le rendement de la manipulation.

* En ce qui concerne les cultures de cellules endothéliales, il nous
a fallu, 13 aussi, purifier le matériel ensemencé. Mais en plus, il s'est
vite avéré obligatoire de prouver 1'identité endothéliale des cultures. Ceci
a demandé la mise au point d'une méthode indirecte, mais sfire, de caractéri-
sation de l'endothélium en culture, méthode fortement appuyée par les obser-

vations microscopiques.
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INTRODUCTION A LA SECONDE PARTIE

" du substratum de la bar-

Nous voici donc en possession "in vitro
riére hémo—encéphalique : l'endothélium des capillaires cérébraux. Mais encore
faut-il que ce mod&le soit utilisable . C'est-3-dire que les cellules endothé-
liales en culture doivent, non seulement proliférer, mais également conserver

les potentialités enzymatiques spécifiques de leur origine cérébrale.

Nous nous proposons donc de mesurer, dans cette seconde partie du
travail, 1'activité de la mono—amine oxydase dans les modéles créés. Cette
enzyme étant spécifique de l'interface sang-cerveau, elle va nous permettre
d'estimer les potentialités enzymatiques et la capacité de réponse 3 certains

facteurs de nos isolements et cultures.
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A - MESURE DE L'ACTIVITE MONO-AMINE OXYDASIQUE
DES ECHANTILLONS

I - INTRODUCTION

1 - GENERALITES

Dans la cellule, la mono—amine oxydase (M.A.0.) catalyse la désa-
mination oxydative d'une vaste variété d'amines, selon la réaction générale

suivante :

R-CH,-NH, + O

2 2 + H,0 —— R-CHO + NH, + H,O

2 2 M.A.O. 3 272

Cette enzyme est en fait une flavoprotéine & cofacteur F.A.D.

(TIPTON, 1968) et ses substrats sont des amines primaires, secondaires et
tertiaires (TIPTON, 1973).

La M.A.0. se rencontre dans tous les tissus des vertébrés et
particulidrement dans le rein, le foie, l'intestin, l'estomac (TIPTON, 1973),
dans les plaquettes sanguines (COLLINS et SANDLER, 1971) et -ce qui nous
intéresse particulidrement- au niveau de tout le ré&seau cardio-vasculaire,

principalement au niveau des capillaires du syst@me nerveux central (BERTLER
et al., 1966).

La localisation subcellulaire de cette enzyme est également connue

il s'agit de la membrane mitochondriale externe (ERNSTER et KUYLENSTIERNA, 1970).

C'est JOHNSTON (1968) qui fut le premier 2 suggérer l'existence de

deux formes de M.A.0., dénommées A et B :

- La M.A.0. de type A, surtout rencontrée dans les tissus
nerveux, a comme substrats principaux la sérotonine et
la noradrénaline. Elle est inhibé&e par de faibles doses

de clorgyline.



66.

- La M.A.0. de type B, quant 3 elle, métabolise principa-
lement la B~Phényléthylamine et la benzylamine. Le
déprényl et la pargyline en sont les inhibiteurs prin-
cipaux et la clorgyline n'inhibe ce type de M.A.0. qu'a

trés forte dose.

L'existence de ces deux formes de M.A.0., dont les spécificités
varient fortement d'un matériel 3 1'autre (SUZUKI et al., 1981), est actuel-
lement trés controversée : de nombreux travaux (HOUSLAY et TIPTON, 1973 ;
HOUSLAY et al., 1976 ; FOWLER et CALLINGHAM, 1978 ; SCHURR, 1982) tendent
en effet 3 démontrer que cette enzyme serait une entité moléculaire unique,
possédant des sites de liaison multiples et dont le fonctionnement serait

influencé par 1l'environnement membranaire (HOUSLAY et TIPTON, 1973).

-~

I1 existe cependant des substrats communs & ces deux formes de
M.A.0. Ce sont principalement la tyramine, la tryptamine et la dopamine

(FOULER et CALLINGHAM, 1978 ; FOWLER et TIPTON, 1981).

Signalons enfin qu'il existe aussi des activités amine oxyda-
siques distinctes des activit&s mono—amine oxydasiques. Elles sont résis-—
tantes 3 l'action de la clorgyline ou & celle du déprényl mais sont inhi-
bées par les semi-carbazides, composés qui n'affectent pas les activités
mono—-amine oxydasiques. Leur substrat préférentiel est la benzylamine et

ces activités sont qualifiées de benzyl-amine oxydasiques (BLASCHKO, 1974).

Comme nous l'avons déja signalé, les activités que nous étudie-
rons au niveau de la barridre hémo-encéphalique seront les activités mono-

amines oxydasiques globales.

2 - CHOIX DE LA TECHNIQUE

a) Premiéres techniques

C'est ZELLER qui, en 1951, donne une description des techniques
utilisées alors pour doser l'activité de la M.A.0. Ces mesures ont comme
bases la disparition du substrat, la consommation d'oxygéne ou la production

d'ammoniac et de peroxyde. Compte tenu de l'imprécision de ces procédés,
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ils ont &té& rapidement abandonnés.

b) Techniques récentes (Tableau VI)

Une premiére &volution est accomplie par la mise au point de
techniques fluorométriques. Ces méthodes, apparues en 1970 avec les tra-
vaux -de SOURLES, sont encore tré&s utilisées (SUZUKI et al., 1978 ; BANDYOPADHYAY

et al., 1981 ; SUZUKI et al., 1981) mais présentent certains inconvénients

#* Les risques d'erreurs dus & la manipulation fluorimétrique sont impor-

tants et souvent provoqués par les produits chimiques utilisés eux—mémes.

# Les dosages ne peuvent se faire que sur des masses tissulaires mini-

males de 1l'ordre du milligramme.

# La manipulation est fastidieuse si le nombre d'échantillons est éle-
vé, de nombreux intervalles de temps successifs devant &tre scrupuleusement

respectés.

En permettant la mesure d'activités spécifiques de l'ordre de la
pMole de substrat dégradé par minute et par milligramme de protéines
(pMol.S.d./min/mgP.), sur des quantités de tissus secs pouvant &tre réduites
a 5 pg, les techniques radio-isotopiques s'imposent rapidement. C'est prin-—
cipalement 2 WURTMAN et AXELROD (1963) et & OTSUKA et KOBAYASHI (1964) que
1'on doit leur mise au point. Ces deux méthodes, publides & quelques mois
d'intervalle, sont pratiquement identiques mais OTSUKA et KOBAYASHI (1964)
utilisent la 1|+C-Tyramine comme substrat pour la M.A.Q.,tandis que WURTMAN

et AXELROD (1963) utilisent la 1L+C-’I.‘ryptarnine.

La particularité de ces techniques ré&side dans l'extraction extré-
mement facile et rapide des métabolites radiocactifs formés par l'action de
la M.A.0., de type aldéhydique : une simple séparation de phase aqueuse-orga-

nique suffit.

Vu leur facilité de mise en oeuvre, leur sensibilité, leur spéci-
ficité et la précision des r8sultats, ce sont ces deux méthodes qui sont

aujourd'hui 3 la base de nombreuses mesures de 1'activité de la M.A.O.

C'est une modification de la méthode d'OTSUKA et KOBAYASHI (1964)
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animales

METHODES AUTEURS ANNEES MATERIELS SUBSTRAT
WURTMAN et AXELROD 1963 Coeur et foie de rat Trypt.
OTSUKA et KOBAYASHI 1964 Plasma humain Tyr.
MCCAMAN et al. 1965 Cervesu de lapin 5-H.T., Tyr.
GODIRIS et NEFF 1971 Mitochondries de tissus de rat 5-H.T., Tyr.
CALLINGHAM et LAVERTY 1973 Coeur de rat D.A., 5-H.T., Tyr., Bz
YANG et NEFF 1974 Cerveau de rat 5 H.T., P.E.A., D.A.
LAT et al. 1975 Cerveau et micro-vaisseaux de cerveau de rat Tyr.
R
A PARVEZ et al. 1976 Tissus de rat Trypt.
D
i LAI et al. 1978 Cerveau et coeur de rat Tyr.
0
I LYLES 1978 Tissus de rat 5 H.T., Tyr., Bz
S
o FOWLER et ORELAND 1980 Cerveau humain 5 H.T., Bz
T
0 LINDWALL et OWMAN 1980 Plexus choroides de lapin Tyr.
P
1 LYLES et CALLINGHAM 1980 Tissus de rat 5 #4.T., D.A., Bz
Q
U ANDREE et CLARKE 1981 Systéme vasculaire de cerveau de rat Bz
E
S FOWLER et TIPTON 1981 Mitochondries de foie de rat Tyr.
HAENICK et al. 1981 Micro-vaisseaux de cerveau d'homme et de rat P.E.A., 5 H.T.
PROPPING et al. 1981 Plaquettes de sang humain Trypt.
TREVETHICK et al. 1981 Cellules endothéliales et cellules musculaires lisses 5 H.T., P.E.A., Bz
(aorte et veine cave de porc)
FOWLER et al. 1981 Cerveaux de boeuf, &lan et renne 5 H.T., Tyr., P.E.A.,
Trypt., Adr., N.A., Ky
KOBAYASHI et al. 1981 Foie et cerveau de grenouille Tyr., 5 H.T., P.E.A., Bz
SUZUKI et al. 1978 Cerveau de poulet P.E.A.
ORO
ME BANDYOPADHYAY et al. 1981 Tissus de porc Tyr.
TR
I
Q SUZUKI et al. 1981 Mitochondries de cerveau et de foie de 8 espéces P.E.A.

TABLEAU V1 : Quefques meswres d'activitis mono-amine-oxydasiques pubfides de 1963 & 1981.

On notera principalement - La dominance des méthodes radicisotopiques

> La divernsits des substrats utilisés.

Adn + Adrénaline N.A. ¢ Noradrénaline

8z : Benzylamine P.E.A. : B-Phényléthylamine
D.A.  : Dopamine Trypt. : Tayptamine

5 H.T. : Sérotonine Tyn. : Tyramine

Ky : Kynuramine '
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par FOWLER et TIPTON (1981) que nous avons utilisée pour doser cette activité
enzymatique dans nos échantillons. La tyramine est utilis@e comme substrat :
c'est donc l'activité mono-amine oxydasique totale (M.A.O. de type A +

M.A.0. de type B) qui est mesurée.

[l - METHODES

1 -~ MESURE DE L'ACTIVITE DE LA M,A.O.

Les fractions télencéphaliques, les capillaires isolés ou les cel-
lules extraites des cultures, sont homogénéisés dans un tube de BRAUN-MELSUNGEN
muni d'un piston de TEFLON tourmant 3 1 500 tours/minute. Cette homogénéisa-
tion est réalisée dans du tampon phosphate de potassium 0,1 M - pH 7,2, 1la
quantité de tampon &tant calcul@e de fagon & obtenir des fractions contenant

de 0,5 3 2 mg de protéines/ml.

Dans des fioles 3 scintillation en plastique (L.E.S.), sont intro-

duits successivement :

-~ 200 3 280 ul de tampon phosphate de potassium 0,1 M - pH 7,2
~ 20 & 100 ul d'homogénat tissulaire
(Volume de tampon + volume d'homogénat =
300 ul au total)
- 50 ul d'HZO
- 50 uyl de substrat, constitués par :
25 ul de 7—14C Tyramine - HCl (Amersham Int. Lim.)
correspondant 3 1,25 uCi = 22,3 nMoles
25 yl de tyramine -~ HCl 0,892 mM (Sigma)

correspondant &galement 3 22,3 nMoles.

L'incubation dure vingt minutes & 37°C, sous agitation (bain-ma-

rie SALVIS) et sous oxygénation du milieu.

La r@action enzymatique est arrét8e par addition de 100 pl d'acide
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citrique 2M. Les témoins blancs sont, eux, obtenus par addition de 1'acide

avant celle du substrat.

Cing millilitres du mélange de scintillation suivant :

l volume de toluéne

1 volume d'acétate d'éthyle
+ 0,6 2 P.P.O. (P/v)

+ 0,0l Z P.0.P.0.P. (P/v)

sont alors ajouté@s au contenu de chaque fiole et 1'ensemble est agité vigou-
reusement pendant cinq minutes. Puis les fioles sont placées & -20°C. En

deux & trois heures, la phase aqueuse est gelée et il est aisé de transvaser
la phase organique contenant les métabolites de la réaction, dans une fiole
de scintillation neuve. La radiocactivité extraite est mesurée par un compteur

L.K.B. (RACK BETA).

2 - DOSAGE DES PROTEINES

Il est effectué selon la modification de la technique de LOWRY et
al. (1951) précédemment décrite. TEmoin blanc et gamme Etalon sont préparés
en tampon phosphate de potassium 0,1 M - pH 7,2,

ITI - RESULTATS

1 - CORRECTIONS ET CALCULS

a) Rendement du compteur a scinttllation

Si un échantillon radiocactif contenant A d.p.m. est introduit dans
un compteur 3 scintillation liquide, 1'appareil d'enregistrera pas A c.p.m.

mais, du fait de pertes & la lecture, un nombre B de c.p.m., B &tant inférieur

cpm
dpm

quide scintillant, les fioles, 1'appareil....

34 A. Le rendement est donc inférieur 3 | et varie avec l'isotope, le 1li=~
pe,
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Il est donc important de connaltre ce rendement.

Pour cela, on compte une quantité parfaitement connue de d.p.m.
N - . P e . P
de L C-Toluéne dans 5 ml du cocktail scintillant précé&demment décrit et

dans des fioles L.E.S.

Dans ces conditions, pour 46 081 dpm + 563, 1'appareil (compteur
L.K.B., RACK BETA) enregistre 39 988 cpm + 418, soit un rendement moyen de
86,78 Z%.

b) Extraction de la phase organique

Au cours de notre manipulation, apr@s avoir placé les fioles &
hl

-20°C, la phase organique, contenant les métabolites formés sous 1'action

de la M.A.0., est transvasée dans une fiole neuve pour &tre comptée.

Des erreurs se produisent alors. Cependant, elles sont facilement
chiffrables, les conditions expérimentales &tant identiques pour chaque &chan-

tillon. Ces erreurs ont deux origines :

* Une fraction de la phase organique est absorbée par le plastique
de la premiére fiole ou reste sur les parois de celle-ci. Ainsi, si l'on
introduit dans une fiole 5 ml de liquide scintillant et les 46 081 + 563 dpm
de 1L+C-’I'oluéne, aprés congélation, transvasement et comptage, on n'enregistre
que 36 988 cpm + 409 au lieu des 39 988 attendus, soit une perte moyenne de

7,5 7 des cpm.

* Une partie du substrat, en surplus apr@s la réaction, constituée
pour moitié de tyramine marquée et pour moitié de tyramine froide, est &ga-
lement extraite avec les métabolites. C'est pourquoi un témoin blanc est réa-
lisé parallélement i chaque &chantillon. Les mesures montrent que la quantité

de tyramine extraite n'exc&de pas 0,8 7 de la quantité totale.

c) Affatblissement lumineux (Quenching)

Cet affaiblissement lumineux, intervenant lors du comptage est,
quand il existe, le plus souvent di au milieu d'incubation ou d'extraction

et entraine une modification du spectre d'énergie de 1'isotope radioactif,
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slon, caleulle a partin de quarante points de mesure.
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modification variable pour chaque fiole.

I1 est donc indispensable d'établir des gammes de concentrations
croissantes en tampon, homogénats ou acide, contenant une quantité@ fixe et

et connue de 1'élément radioactif utilisé.

Les variations du spectre énergétique nous sont données directe-

ment par le compteur L.K.B., sous la forme d'un nombre appelé "ratio".

Comme 1'indique la représentation graphique du rendement de lec-
ture en fonction de cette valeur de ratio (Fzg. 23), 1'affaiblissement lu-
mineux dans nos &chantillons peut &tre négligé. En effet, pour un ratio va-
riant de 1,038 3 1,18, le rendement moyen reste compris entre 0,864 et 0,867.
Cette absence d'affaiblissement lumineux se comprend aisément : les seuls
composé&s introduits dans le liquide scintillant sont, théoriquement, les mé-

tabolites de la réaction.

d) Calcul de 1l'activité enzymatique

Ayant calculé les différents rendements, 1l est aisé de convertir
les cpm en dpm, donc en pCi. Connaissant 1'activité@ spécifique de la tyramine,
et sachant que le substrat est constitué pour moitié de tyramine froide, on
en déduit le nombre de Pico-Moles de substrat dégradé pendant la réaction. Les
teneurs en protéines étant mesur&es parall&lement, l'activité spécifique de
la M.A.0. est exprimée en Pico Moles de Substrat dégradé par minute et par

milligramme de protéines, donc sous la forme d'une vitesse.

2 - MESURES

al) Manipulations préliminaires

Les conditions de 1l'incubation sont dictées, comme dans toute me-
sure d'activité enzymatique quelle qu'elle soit, par certaines manipulations

préliminaires.
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~ Ftude de la vitesse de la réaction en fonction de la

concentration en protéitnes de l'incubat

Comme le montre la figure 24, la vitesse de la réaction enzymatique
augmente linéairement (de O 3 80 pMol.S.d./min.) jusqu'ad une concentration pro-
téique de 90 ug par incubat pour les capillaires et de 200 ug par incubat pour
le télencéphale (vitesse linéaire de O & 65 pMol,S.d./min.). C'est pourquoi
nos incubations seront toujours réalisées avec des concentrations en protéines

-

inférieures 3 ces valeurs.

- Etude de la vitesse de la réaction en fonction de

la_durée d'incubation (Fig. 25)

Cette &tude cinétique de l'activité de la M.A.0. est réalisée
en vue de déterminer la durée optimale de 1'incubation. La mesure d'une acti-
vité enzymatique doit se faire 34 vitesse initiale (Fig. 25), lorsque la quan-
tité de substrat désaming. augmente linéairement (de O 3 22 179,34 pMol.S.d./

mgP.)en fonction du temps (0 & 20 minutes).

Afin d'avoir une précision maximale, toutes nos mesures sont réa-

lisées avec un temps d'incubation de vingt minutes.

- Etude de la vitesse de la réaction en fonction de

la_concentration _en substrat (Fig. 26)

Cette 8tude permet de déterminer les deux principaux paramétres
de l'activité enzymatique &tudiée : sa vitesse maximale et son Km, ou cons-
tante de MICHAELIS-MENTEN.

Détermindes précisément par la courbe 1/V = f (1/[8]) (Fig. 26),

ces valeurs sont :

Km

16,389 uM
1 299,067 pMol.S.d./min/mgP.

Vmax

Tout dosage enzymatique doit &tre r&alisé@ avec une concentration

en substrat au moins &gale 3 Km x 3, 1'id8al étant Km x 10. Nous travaillons
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avec 44,6 nMoles de tyramine par incubat de 400 pl, donc 3 Km x 6,3. Une
concentration en tyramine supérieure 3 cette valeur n'entralne pas d'augmen-
tation sensible de la vitesse de réaction mesurée. C'est pourquoil nous nous

en sommes tenus 4 cette quantité de substrat dans nos incubats.

b) Activités mono-amine oxydasiques des échantillons
(Fig. 27 & 29)

- Télencéphale total et capillaires isolés

L'activité de la M.A.O. déterminée i partir de vingt expériences

pour chaque préparation est illustrée (Fig. 27).

L'activité spécifique trouvée au niveau des capillaires, immédia-
tement apreés leﬁr’isolement (1 113,04 pMol.S.d./min/mgP.), est donc 3,2 fois
plus élevée que celle trouvée au niveau de 1'homogénat télencéphalique
(350,99 pMol.S.d./min/mgP.).

- Cultures cellulaires et milieuxr de_culture (Fig. 28)

D&s les premiers jours de culture, les cellules endothéliales

montrent une nette diminution de leur activité mono—amine oxydasique.

L'activité spécifique d'une culture de cing jours (268,60 pMol.
S.d./min/mgP) est en effet déja 4,1 fois moins forte que celle relevée au ni-

veau des capillaires (1 113,04 pMol.S.d./min/mgP.).

La vitesse de décroissance de l'activité mono-amine oxydasique
est particulidrement rapide pendant les dix 3 quinze premiers jours de la
culture (L'activité spécifique est de 187,26 pMol.S:d./min/mgP. & douze jours
de culture, soit une diminution de 5,9 fois par rapport aux capillaires).
Puis, elle devient beaucoup plus lente dans les cultures sénescentes : une
activit@ de 104,02 pMol.S.d./min/mgP. est encore présente dans des cultures
de soixante-neuf jours. La diminution de 1l'activité de la M.A.0. du 128me

au 698me jour de vie "in vitro" n'est plus que de 1,8 fois.
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Quel que soit le stade de croissance de la culture dosée, aucune

activité mono-amine oxydasique n'est décelable dans son milieu de culture
et, de méme, aucune activité de ce type n'est mesurable dans du milieu de

culture neuf contenant du sérum de veau foetal.

- Activités mono—amine oxydasiques mesurées pendant

1'isolement des cellules endothéliales (Fig. 29)

Devant cette diminution rapide de l'activité spécifique mise en
évidence aux premiers stades de la culture cellulaire, 1'hypothése d'une al-
tération des cellules endoth&liales due & la technique d'isolement elle-méme

était 3 envisager.

Cependant, il apparait que la phase endothéliale isolée sur le
gradient de PERCOLL, phase correspondant au matériel ensemencé, donc au temps
z8ro de la culture, possé&de une activité mono—amine oxydasique (1 102,9 pMol/
S.d./min/mgP.) trds proche de celle des capillaires fraichement isolés

(1 113,04 pMol.S.d./min/mgP.).

De méme, le fait de passer le matériel capillaire, digéré ou non,
sur gradient de PERCOLL, n'altére pas de fagon significative son activité mo-
no—amine oxydasique (respectivement de 1 102,9 pMol.S.d./min/mgP ou de 970,76
pMol.S.d./min/mgP.) qui reste tré&s proche de celle des capillaires fraichement

isolés (1 113,04 pMol.S.d./min/mgP.).

De plus, les activités de la M.A.0. mesurées au niveau du matériel
cellulaire, apré&s une nuit de digestion par la collagénase (l 066,46 pMol.S.d./
min/mgP.), ou aprés une nuit d'incubation dans le milieu 199 sans collagénase
(1 015,30 pMol.S.d./min/mgP.) ne sont pas significativement différentes de 1'ac-

tivité des capillaires.

Remarquons enfin que si l'activité de la M.A.0. est extrémement
faible dans la fraction &rythrocytaire (68,97 pMol.S.d./min/mgP.), elle est
trés &levée dans la phase sup&rieure du gradient de PERCOLL (919,04 pMol.S.d./
min/mgP.), phase dans laquelle les observations microscopiques mettent en évi-

dence une tré&s forte proportion de déchets cellulaires et de cellules altérées.
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IV - DISCUSSION

La méthode de base du dosage de l'activité de la M.A.0. que nous
utilisons (OTSUKA et KOBAYASHI, 1964) est employée dans des travaux trés ré-
cents (LINDWALL et OWMAN, 1980 ; FOWLER et TIPTON, 1981). Ses deux principaux

atouts, comparés aux autres procédés, sont &vidents :

#* Bien qu'utilisé&e pour doser l'activité mono-amine oxydasique globale,
cette technique permet &galement de mesurer séparément les activités de type

A et B, en utilisant des inhibiteurs sélectifs (FOWLER et TIPTON, 1981).

# L'extraction des métabolites formés par la réaction enzymatique est

simple, rapide et efficace (OTSUKA et KOBAYASHI, 1964 ; FOWLER et ORELAND, 1980).

Le premier résultat obtenu par cette méthode de dosage est la me-
sure du Km de la M.A.0O., dans nos échantillons et avec la tyramine comme subs-—
trat. La valeur de Km (16,4 uM) que nous obtenons est du méme ordre que celles
obtenues par FOWLER et al. en 1981 lors d'une &tude comparative des activités
mono—-amine oxvdasiques de cerveaux de boeuf (Km = 15 uM), d'élan (Km = 6 uM)
et de renne (Km = 17 uM). Par contre, elle est beaucoup plus faible que celle
obtenue sur des préparations mitochondriales isolées & partir de foie de rat
(Km = 313 uM) (FOWLER et TIPTON, 1981) ou & partir de foie et de cerveau de
grenouille (Respectivement 333 uM et 455 uM) (KOBAYASHI et al., 1981).

Les variations dues 3 1l'espéce animale, 3 1'organe, au tissu et

méme 3 la fraction cellulaire, apparaissent donc d'embl&e tr&s importantes.

Cette notion de disparité@ se retrouve également au niveau de la
mesure de la vitesse de la réaction enzymatique. A ce jour, l1'étude compara-
tive de 1l'activité de la M.A.0. au niveau du télencéphale, des capillaires té-
lencéphaliques et de cultures de leurs cellules endothéliales, n'a jamais
Eté effectuée. Les résultats que nous obtenons chez le poulet sont donc les

premiers.

LAI et al. (1975) sont les premiers 3 mettre en &vidence un enri-
chissement de 1'activité mono—amine oxydasique dans une fraction micro-vascu-

laire,ol V = 7,09 nMol.S.d./min/mgP. obtenue 3 partir de cerveau de rat, oi
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V =2,9 nMol.S.d./min/mgP. : cet enrichissement est de 1l'ordre de 2,4 fois.
L'activitd spécifique que nous obtenons 3 partir des capillaires télencépha-
liques de Poulet (1,113 nMol.S.d./min/mgP.) est plus faible que celle rap-
portée par LAI et al. (1975) pour les micro-vaisseaux de cerveau de Rat

(7,09 nMol.S5.d./min/mgP). Les activité&s de la M.A.0. que nous mesurons pour

le télencéphale total (350,99 pMol.S.d./min/mgP.) ne peuvent &tre que comparées
globalement 3 des valeurs obtenues pour le cerveau entier. LAI et al. (1975) me-
surent une vitesse de 2,9 nMol.S.d./min/mgP. dans le cerveau de Rat, FOWLER et
al. (1981), une vitesse de 557 pMol.S.d./min/mgP. pour le cerveau de Boeuf, de
313 pMol.S.d./min/mgP. pour le cerveau d'Elan et de 281 pMol.S.d./min/mgP. pour

le cerveau de Renne.

Les valeurs de l'activit&@ mono-amino oxydasique qui ont &té& re-
levées chez le Poulet (SUZUKI et al., 1978 ; ALI et BARTLET, 1980 ; RONDINA
et al., 1981) sont malheureusement exprimées en fonction du poids de tissu ,

frais ou sec, et ne sont donc pas comparables aux ndtres sans risque d'erreur.

L'enrichissement de 1'activité de la M.A.O. dans la fraction capil-
laire, comparée au télencéphale total est de 3,17 fois pour notre matériel. No-
tons ici que dans le télencéphale, l'activité mono-amine oxydasique a principa-
lement une origine nerveuse et non vasculaire, comme c'est le cas des capil-
laires. Ces valeurs d'enrichissement confirment donc les travaux de LAI et al.
(1975) chez ie Rat et différent de ceux de HAENICK et al. (1981) qui trouvent
une activité mono—amine oxydasique sensiblement identique dans les micro-vais-

seaux et dans 1'homogénat total de cerveau de Rat.

Cependant, ces &normes différences d'activités spécifiques de la
P q

M.A.O. peuvent s'expliquer

* Les résultats sont souvent obtenus & partir d'animaux d'espéces ou
de souches différentes. L'importance de ce facteur est démontrée par les tra-
vaux de SUZUKI et al. (1981) qui, en utilisant les mémes conditions, mesurent

des activité@s mono-amine oxydasiques différentes chez huit espéces animales.

#* Tous les auteurs n'utilisent pas le méme substrat pour effectuer la
réaction enzymatique (Tableaw VI). En utilisant le méme principe de dosage

radioisotopique, l'activité de la M.A.0. globale peut en effet &tre mesurée
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en utilisant comme substrat, soit la tryptamine (Technique de WURTIMAN et
AXELROD, 1963), soit la tyramine (Technique d'OTSUKA et KOBAYASHI, 1964).
Mais FOWLER et al. (1981) montrent que, dans le cerveau de boeuf, 1l'activité
spécifique de la M.A.0. avec comme substrat la tryptamine n'est que 39,7 7

de celle mesurée avec comme substrat la tyramine.

* Les conditions de 1'incubation varient selon les auteurs (Durée et

tempé8rature d'incubation, tampon, pH, présence ou non d'oxygénation forcée...).
> P Ve

* Et surtout, la préparation des échantillons tissulaires et le degré
de pureté des isolements sont extr@mement variables. Dans 1'exemple qui nous
intéresse, les auteurs mesurent 1l'activité de la M.A.0. dans des isolements
de micro~vaisseaux (LAI et al., 1975 ; HAENICK et al., 1981) et non dans des
fractions purifiées de capillaires. La présence, parmi les cellules endothé-
liales, de cellules musculaires lisses en particulier et des terminaisons
nerveuses qui leur sont associfes, modifie vraisemblablement le résultat fi-

nal d'une fagon significative.

-

C'est 3 ce stade qu'intervient la technique de la culture cellu-
laire car elle seule permet d'8tudier 1'activité de la M.A.0. sur des cellules
endothéliales pures, obtenues & partir de capillaires télencéphaliques et ceci

dans un environnement parfaitement connu.

Cette premi8re série de dosages a uniquement pour but de mesurer
les activité@s spécifiques de la M.A.0. de cellules endothéliales obtenues &

partir de capillaires c&rébraux et cultivées en conditions standard.

Nous constatons tout d'abord que la technique utilisée pour obte-
nir une fraction purifide de cellules endothéliales, n'altdre pas de fagon si-
gnificative l'activité enzymatique étudiée. En effet, le matériel endothélial
digéré par la collagénase et récupéré@ dans le gradient de PERCOLL possé&de une
activité mono—amine oxydasique de ! 102,9 pMol.S.d./min/mgP., alors que l'ac-
tivité spécifique des capillaires fraichement isolés est de 1 113,04 pMol.S.d./
min/mgP., donc du méme ordre. Notons qu'en isolant les capillaires cé&rébraux,
nous recueillons &galement des &léments cellulaires non endothéliaux : péri-
cytes, cellules musculaires lisses, éléments figurés du sang, pieds astrocy-

taires. Comme l'activité mono-amine oxydasique de la fraction endothéliale
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purifiée est identique 3 celle de cette fraction de capillaires, alors qu'elle
devrait lui 8tre supérieure, nous pouvons donc en déduire que la purification
de la phase endothéliale est contre-balancée par une tré&s légére altération

de 1'activité enzymatique étudiée. Et comme 1'activitéd des capillaires, aprés
un séjour d'une nuit dans le milieu de culture, passe de 1 113,04 pMol.S.d./
min/mgP. 3 1 015,30 pMol.S.d./min/mgP., cette 1&gdre altération semble es-
sentiellement fonction du temps et non de la technique elle-méme. Le fait

que la phase supérieure du gradient possé&de une activité mono-amine oxyda-
sique &gale 3 919,04 pMol.S.d./min/mgP. s'explique : la M.A.0. &tant loca-
lisée dans les mitochondries et cette zone contenant principalement des dé-

bris cellulaires, donc des mitochondries, il est normal d'y trouver une acti-

vité spécifique aussi &levée.

Par contre, une altération rapide et importante de l'activité
mono-amine oxydasique se produit en culture : l'activité spécifique des
cellules endothéliales, qui n'est déjd plus que de 268,60 pMol.S.d./min/mgP.
au bout de cing jours "in vitro", soit 4,1 fois moins que lors de 1'ensemen-
cement (1 102,9 pMol.S.d./min/mgP.), diminue en effet progressivement en
fonction du temps. TREVETHICK et al. (1981) rapportent également la décrois-—
sance de 1l'activité de la M.A.0. en fonction de 1'Age dans des cultures de
cellules endothéliales d'aorte de porc. Mais leurs résultats, obtenus sur ce
matériel, par une technique d"uptake", trés différente de la ndtre, avec des
substrats autres que la tyramine et, de plus, exprimés en fonction du nombre

de cellules, ne sont pas comparables 3 ceux que nous obtenons.

En réponse 3 ces observations sur la décroissance de l'activité
de la M.A.O. dans les cultures endothéliales, nous émettons plusieurs hypo-

théses :

* Cette diminution est 3 replacer dans le contexte général de la sénes-—
cence des cultures. Le rapprochement est en effet &vident entre les résultats
de ce dosage et ceux obtenus lors du dosage de l'activité de 1'A.C.E. Les ob-
servations microscopiques de la morphologie cellulaire &tayent ces données.
Ce vieillissement cellulaire morphologique et métabolique est remarqué par

tous les auteurs travaillant sur 1l'endothé&lium "in vitro".-
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#* Peut-8tre 1l'activité de M.A.0. décroit-elle parce que dans le milieu
de culture, il n'y a pas de substrat pour cette enzyme ? La cellule cesserait

alors de fabriquer une enzyme devenue inutile.

* GOSPODAROWICZ (1980) démontre que la présence de certains facteurs,
appelés facteurs de croissance, est indispensable dans le milieu de culture
pour préserver l'intégrité morphologique et métabolique des cellules endo-
théliales "in vitro" 3 trds long terme. Se trouve donc posé le probléme du
rdle de 1l'environnement cellulaire. La question est de savoir si certaines
molécules présentes dans 1'organisme et/ou le télencéphale peuvent, lorsqu'elles
sont ajouté@es au milieu de culture, influer sur le processus de la sénescence
de 1l'endothélium capillaire cérébral "in vitro" et donc sur 1'intégrité de
ce modéle de la barri&re hémo—encéphalique : c'est ce sujet qui va &tre abor-

dé dans la dernidre partie de ce travail.

Notons enfin, pour terminer, que l'activité de la M.A.O. n'est pas
mesurable, par la technique utilisée, dans le milieu de culture, quelle qu'alt
é€té la durée de contact entre celui-ci et les cellules endothéliales. Ceci
rejoint les travaux de BLASCHKO (1962) et ceux de OTSUKA et KOBAYASHI (1964)
qui constatent que cette activité enzymatique est trd&s faible, voire nulle

dans le plasma sanguin.
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B - INFLUENCE D'EXTRAITS PHYSIOLOGIQUES SUR LES ACTIVITES
MONO-AMINE OXYDASIQUES

I - INTRODUCTION

Au cours de cette derniére phase du travaill, est &tudié le rdle
8ventuel que peuvent avoir différents environnements sur la morphologie de
1l'endoth&lium des capillaires télencéphaliques en culture et sur son acti-

vité mono-amine oxydasique.

En nous permettant de disposer de cellules endothéliales pures,
cultivées en dehors de l'organisme dans un milieu facilement modifiable et
contrdlable, la technique de la culture cellulaire se préte parfaitement 3

de telles recherches.
Seront successivement &tudiés :

% Le remplacement du S.V.F. du milieu de culture standard par du sérum-

de poulet ;

# Le remplacement de ce S.V.F. par de l'extrait total d'embryons de

poulet ;

% L'addition au milieu de culture standard d'extraits de cerveaux

d'embryons de poulet et de poulets de I jour et de 30 jours ;

* L'action combinée de 1l'extrait d'embryon total et de l'extrait de

cerveaux d'embryons.

Il - METHODES

1 ~ OBTENTION OU_FABRICATION DES_SERA ET DES_EXTRAITS

* L'extrait total d'embryons de Poulet nous est fourni, tout comme le

S.V.F., par les laboratoires EUROBIO.
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* Le sérum de Poulet est obtenu par coagulation tctale, en quatre &
six heures, du sang recueilli lors du sacrifice des animaux. Le sérum exsudé
est alors recueilli et centrifugé 3 3 000 g pendant quinze minutes (Centri-
fugeuse CHRIST réfrigérée 3 4°C). Le sérum surnageant est alors stérilisé
par passage sur filtre MILLIPORE et peut, ou non, &tre inactivé a@ 56°C pen-

dant trente minutes (Technique communiquée par R. GUILLOT).

* Les extraits de cerveaux sont préparés selon une modification de la

technique de PETTMANN et al. (1981)

Apré&s décapitation des embryons ou des poulets, les cerveaux
entiers sont prélevés, lavés et homogénéisés dans deux volumes de milieu 199
avec sels de HANKS (EUROBIO) 3 1'aide d'un vase de BRAUN-MELSUNGEN & piston
de TEFLON tournant & | 500 t/min. L'homogénat obtenu est centrifugé 3
105 000 g pendant une heure et & 4°C (Ultracentrifugeuse BECKMAN L5-65). Le
surnageant est recueilli, stérilisé par passage sur filtre MILLIPORE et sa
concentration en protéines y est mesurée selon la modification de la technique

de LOWRY et al. (1951) décrite précédemment.

2 - INCORPORATION AU MILIEU DE_CULTURE

% L'extrait total d'embryons ou le sérum de Poulet sont incorporés au

milieu de culture standard en remplacement de 30 ou de 60 7 de son S.V.F.

* Les extraits de cerveaux sont simplement ajoutés au milieu de culture
standard & chaque changement de ce milieu. La concentration finale est com-

prise entre 0,3 et 2 mg de protéines d'extrait pour ! ml du milieu.
g P p

3 - MESURES

o e e o o

L'influence de ces différents extraits sera &tudide selon trois

axes

* Activité de la M.A.0. des cultures qui sera mesurée selon les tech-

niques déja exposées ;

% Morphologie des cellules en culture qui sera appréci&e en microscopie

optique ;
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* Prolifération des cellules. La technique la plus couramment utilisée
est le dénombrement de la population cellulaire & 1'aide de 1'hématimétre de
MALASSEY. Nous lui avons préféré une méthode qui comsiste 3 mesurer la quan-
tité de protéines totale, contenue dans la fiole de culture, selon la tech-

nique de LOWRY et al. (1951).

En effet, lorsque nous moissonnons une de nos cultures 3 l'aide
de solution trypsine-E.D.T.A., les cellules se détachent par paquets plus
ou moins importants et non individuellement, ce qui entraine de fortes er-
reurs lors d'un comptage 3 1'hématimétre. Notons que cette mesure de la te-
neur en protéines est toujours effectude avant que le tapis cellulaire ne

soit arrivé 3 confluence, de facon 3 &viter un arrét de la prolifération

des cellules par inhibition de contact.

[TI - RESULTATS

1 - MANIPULATIONS PRELIMINAIRES

a) Expression des résultats

Lors de la mise en culture, deux & quatre fioles sont ensemencées
avec une quantité rigoureusement 8gale de la suspension de cellules endothé-

liales.

Les lots de milieu, sérum, fioles et les conditions sont les
mémes pour toutes les cultures correspondant 2 un ensemencement. Une de ces
cultures sert de t&moin en milieu standard, tandis que lesg autres sont sou-

mises 3 l'action de différents extraits.

De fagon a éliminer les variations individuelles, inhérentes aux
différences d'Ages du matériel et des cultures, & 1'8tat général de celles-ci
et 3 la quantité de 1'ensemencement, les résultats des dosages sont exprimés
en écarts de pourcentage par rapport 3 la culture témoin. L'activité spéci-

fique de la M.A.0. et la teneur en protéines de cette culture témoin se
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voient alors attribuer, arbitrairement, la valeur 100 3.

b) Age des cultures

De facon a travailler sur des cultures 3 la fois bien &tablies,
en 8tat de proliférer, et possédant des potentialités enzymatiques encore
Elevées, les dosages portent généralement sur des cultures d'un dge variant
de quatre & huit jours. De plus, vérification a &té faite,lors des premiéres
expériences, qu'aucune variation, tant du point de vue morphologique, que
du point de vue de l'activité de la M.A.0. ou de celui de la teneur en pro-
téines, n'avait lieu lorsque les extraits sont ajout@s 3 une culture dé&ja

sénescente, c'est—3-dire d'un 4ge supérieur 3 quinze jours.

De méme, comme nous le verrons lors de l'expression des résul-
tats, le processus de sénescence se manifeste toujours, que les cellules
endothéliales soient, ou non,cultivées en présence des extraits physiolo-
giques étudiés. Seule varie parfois la latence d'apparition de ce vieillis-

sement, qui peut alors atteindre 20 3 25 jours.

c) Milieu de fabrication des extraits de cerveau

PETTMANN et al. (1981) utilisent la solution saline de TYRODE
pour fabriquer leurs extraits de cerveau. L'addition 3 nos cultures de cel-
lules endothéliales d'extraits de cerveaux ayant comme base cette solu-
tion de TYRODE provoque une légére vacuolisation des cellules, apparaissant
en moyenne 48 heures aprés addition de 1'extrait. Cette altération cellu-
laire ne se produit pas lorsque les extraits sont fabriqués dans du milieu 199
et c'est la raison pour laquelle nous utilisons ce milieu 3 la place d'une
solution saline équilibrée qui provoque peut-&tre une dilution trop forte de

certains constituants de la base de culture standard.

d) Moment de l'addition

# L'extrait total d'embryons et le sérum de poulet sont incorporés dans

le milieu de culture d&s 1'ensemencement du matériel cellulaire.
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* Par contre, lorsque l'extrait de cerveaux, qu'il soit obtenu a partir
d'embryons de Poulet ou de poulets de 1 jour ou de 30 jours et quelle que soit
sa concentration, est ajoutd au milieu de culture standard dés 1'ensemence-
ment des cultures, un effet toxique est observé : les cellules ne se fixent
pas 3 la surface de culture et 1l'ensemble de la population est mort en 36
heures en moyenne. Pareil effet est observé lorsqu'une culture parvenue &
confluence est divisée : les cultures-filles dégénérent de la méme fagon si

1'extrait de cerveaux est présent dans le milieu dés le ré-ensemencement.

Par contre, cette toxicité@ ne s'observe pas, bien au contraire
lorsque les extraits c&rébraux sont ajout@s au milieu de culture 24 heures
aprés l'ensemencement, c'est-3-dire lors du premier ringage de la boite,
quand la majorité des cellules endothéliales s'est fixEe 3 la surface de

culture et a commencé sa prolifération.

2 - MESURES

a) Action du sérum de Poulet

La figure 30 suffit 3 résumer l'effet toxique d'un remplacement

partiel du S.V.F. par du sérum de Poulet.

Dans le cas présent, 30 7 seulement de la quantité totale de

S.V.F. du milieu de culture ont été& remplacés par du sérum de Pculet.

Vingt-quatre heures aprés cette substitution, apparaissent, dans
pratiquement toutes les cellules, de petites vacuoles arrondies, trés réfrin-
gentes. En deux 3 trois jours, la prolifération des cellules endothéliales
est stoppée. Les cellules accusent une vacuolisation considérable et leur

morphologie est caractéristique de la sénescence.

Cet effet toxique se manifeste quel que soit 1'ige de la cul-

ture et que le sérum de Poulet ait &té& inactivé & la chaleur ou non.

Devant une telle altération des cellules, il nous a paru tout &
fait inintéressant de mesurer l'activité de la M.A.O. et la teneur en pro-

téines des cultures, les valeurs obtenues étant vraisemblablement aberrantes.



Figure 30 : Alteration et vacuolisation considénable des
cellules endothiliales cultivies en présence
de srum de poulet. Culture de 7 jours.

(Grossissement : x 1000)

92.
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b) Influence de l'extrait total d'embryons

= Sur_la_morphologie_et_ la_prolifération cellulaire

(Fig. 31

Pendant toute la durée de la culture, que 30 ou 60 7 du S.V.F.
contenus dans le milieu aient &t& remplacés par de 1'extrait total d'embryons,
la morphologie des cellules 'traitées' n'apparait pas différente de celle des

cellules "témoin'".

Cependant, le tapis cellulaire, méme non confluent, prend plus
rapidement un aspect de mosalque endothéliale en présence d'extrait embryon-
naire. Mals, comme dans le cas du milieu de culture standard, les cellules

prennent un aspect sénescent en deux & trois semaines.

Si la prolifération des cellules est accélérée en présence de
30 7 d'extrait total d'embryons (161,32 Z), en présence de 60 7 d'extrait, la
différence entre 1l'endoth&lium "traité&" (93,60 %) et 1l'endothélium té&moin

(100 %) n'est plus significative.

- Sur_l'activité de la M.A.0. (Fig. 31,)

Le méme phénoméne se rencontre lors de la mesure de 1'activité spé-

cifique de la M.A.O.

En effet, si 1'incorporation de 30 7% d'extrait total d'embryons
8léve significativement 1'activité enzymatique étudiée (136,02 %), 1'incorpo-
ration de 60 Z de cet extrait entraine au contraire une chute de cette acti-

vité de la M.A.0. i 75,76 % de la valeur du témoin seulement.

- Conelusion

Une influence positive sur la prolifération des cellules endothé-
liales en culture et sur leur activité mono-amine oxydasique est donc mise
en évidence lorsque de 1l'extrait total d'embryons de Poulet est incorporé au

milieu de culture.

Mais la concentration de cet extrait semble tr&s importante : en
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effet, si une augmentation se manifeste au niveau des phénoménes métaboliques
€tudi&s, avec le remplacement de 30 7 du S.V.F. par de 1'extrait embryonnaire,
c'est l'effet inverse, donc une toxicité,qui apparait lorsque cette proportion

d'extrait est portée & 60 %Z de la quantité de S.V.F.

Notons enfin que le vieillissement cellulaire s'&tablit malgré

la présence de cet extrait embryonnaire homologue.

C) Influence des extraits de cerveaux

- Extrart de cerveaux d'embryons

Cette &tude avait pour but la détermination d'une concentration
optimale d'extrait de cerveaux. Nous avons donc incorporé au milieu de cul-

ture des doses d'extrait comprises entre 0 et 2 mg de protéines par millilitre

de milieu standard.

Influence sur_la morphologie_et_la prolifération cellulaires (Fig. 323 a

Comme en témoignent les figures 32B et 33, une augmentation de
+ 93,93 7 de la teneur en protéines des cultures est déjid provoquée par 1'ad-
dition de 0,33 mgP. d'extrait par millilitre. Cette augmentation atteint
+ 266,67 % pour 0,66 mgP. d'extrait par millilitre et se stabilise vers cette
valeur pour des concentrations d'extrait allant jusqu'a 2 mgP. d'extrait par

millilitre (soit + 251,25 7).

La microscopie confirme et vérifie ce résultat. Les figures 34 et 35
montrent deux cultures résultant du méme ensemencement. L'une (Fig. 34) est
cultivée en milieu standard, l'autre (FZg. 35) en milieu standard contenant
1 mgP.d'extrait de cerveaux d'embryons par millilitre de milieu. Bien que ces
cultures contiennent toutes deux des cellules en excellent &tat, la proliféra-
tion de la population cellulaire "traitée" est beaucoup plus intense : le tapis
cellulaire constitué dans cette culture par des cellules endothéliales étroite-
ment accoldes les unes aux autres est déj3 pratiquement confluent, alors que la
multiplication et 1'étalement cellulaires ne semblent que commencer dans la

culture "témoin'".
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L' ensemencement, aspect de

24

cellules endothéliales cultivies en milieu
1 mg de protiines d'extrait de cerveaux
d'embryons par miLeilitre de milieuw (Fig. 35).

standard (Fig. 34) et en milieu contenant

Thodis fours apr

.
s

Figwies 34 et 35
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Influence sur l'activitéd de la M.A.O.

Ce dosage (Figures 32, et 33) confirme lui aussi 1l'influence posi-

A
tive de 1'addition d'extrait de cerveaux d'embryons sur les cellules cultivées.
Bien que moins démonstratives que les mesures de quantité@s de protéines, les
valeurs trouvées montrent qu'une concentration d'extrait voisine de | mg de
protéines par millilitre de milieu induit une augmentation optimale de 1'acti-

vité de la M.A.0. (+ 33,74 7).

Par contre, une augmentation de + 12,00 7 seulement de cette ac-
tivité lorsque la concentration d'extrait de cerveaux d'embryons est de 2 mg
de proté@ines par millilitre de milieu, nous laisse supposer 13 aussi une toxicité

des fortes doses d'extrait sur cette activité enzymatique.

~ Extraits_de cerveaqux de poulets de différents dges

Ainsi done, une stimulation importante de la prolifération des cel-
lules endothéliales en culture et de leur activité mono—amine oxydasique est

rovoquée lors de l'incorporation au milieu de culture d'extrait de cerveaux
P

d'embryons.

A ce stade, nous nous sommes posé la question de savoir quel se-

rait 1'effet d'un extrait de cerveaux de poulets en croissance post-natale.

Nous avons donc fabriqué cet extrait & partir de cerveaux de pou-
lets d'un jour, d'une part, et, d'autre part, de cerveaux de poulets de trente

jours.

Son incorporation dans le milieu de culture se fait 3 la concentra-
tion de ! mg de protéines par millilitre, concentration apportant, dans le
cas d'extraits de cerveaux d'embryons, la stimulation de 1'activité de la M.A.O.

la plus forte.

Influence sur_la prolifération cellulaire

Comme le montre la figure 365, 1'influence de l'extrait de cerveaux

sur la prolifération cellulaire diminue lorsque 1'3ge des poulets ayant servi
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3 préparer les extraits augmente. En effet, si 1l'accroissement de la prolifé-
ration cellulaire &tait de + 248,10 % avec de l'extrait de cerveaux d'embryons,
il est pratiquement réduit de trois fois, soit + 80,20 7 avec de l'extrait de
cerveaux de poussins d'un jour et n'est plus que de 14,11 7 avec de l'extrait

de cerveaux de poulets de trente jours.

Influence sur l'activité de la M.A.O.

Le profil de la figure 36A est tout A fait comparable avec celul
de la figure 365. Bien que l'amplitude des variations soit moindre, la stimu-
lation de 1'activité@ spécifique de la M.A.0. est maximale avec de l'extrait
de cerveaux préparé a partir d'embryons de poulets (+ 33,74 %) et n'est plus

que de + 22,70 7% avec de l'extrait de cerveaux de poulets de trente jours.

- Conclusion

I1 apparalt donc trd@s nettement qu'une stimulation de la prolifé-
ration cellulaire et de l'activité de la M.A.0. soit provoquée par 1l'addition,
au milieu de culture standard, d'extraits de cerveaux de poulets. Cette
influence est maximale lorsque cet extrait est préparé 3 partir d'embryons
et lorsque sa concentration est d'un milligramme de protéines par millilitre
de milieu. Si 1l'on se référe aux résultats obtenus avec l'incorporation dans le
milieu de 30 7 d'extrait total d'embryons, on remarque que 1'influence de ces
deux fractions embryonnaires est pratiquement identique sur l'activité@ de la
M.A.0. : en effet, la vitesse de la réaction enzymatique augmente de + 36,02 ¥

en présence de 30 7 d'extrait total d'embryons et de + 33,74 7 en présence

d'un milligramme de protéines par millilitre d'extrait de cerveaux d'embryon.

Par contre, 1'influence de 1l'extrait total d'embryons sur 1'aug-
mentation de la prolifération cellulaire est beaucoup plus faible que celle

de 1'extrait de cerveaux d'embryons (+ 61,32 % contre + 248,10 7).

d) Influence combinée de 1'extrait total d'embryons et de

l'extrait de cerveaux d'embryons

Les résultats différents, obtenus selon l'origine des extraits

embryonnaires (embryon total ou cerveau d'embryon), nous ont conduits Z les
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Fig. 38
Gross. : x 320

Gross. = x 320

Figures 38 et 39 : Aspect de cellules endothéliales cultivies, depuls Thodis
journs en miliew standand (Fig. 38) et en milieu contenant

1 mg de protéiines d'extrait de cerveaux d'embryons par
millilitrne de milieu et de £'extrait total d'embryons en
nemplacement de 30 % de son s2num de veau foetal (Fig. 39).
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incorporer tous deux au milieu de culture standard. Les concentrations sont
d'un milligramme de prot&ines par millilitre pour l'extrait de cerveaux et

de 30 7 du S.V.F. pour l'extrait total.

= Influence sur la morvhologie et la prolifération

cellulatres (Fig. 375 d 39)

L'augmentation de la prolifération cellulaire est la plus
intense que nous ayons mesurée. Elle est en effet de + 280,80 7 et cette
valeur est donc légérement supérieure 3 celle obtenue lors de 1'incorpo-
ration au milieu de culture de l'extrait de cerveaux d'embryons seul
(+ 248,10 %). Ceci est confirmé par 1'observation des cultures en micros-
copie optique : la prolifération de la culture en milieu contenant a la fois
ces deux extraits est beaucoup plus intense que celle de la culture ''témoin'.
Les cellules se multiplient et s'@talent rapidement et 1'aspect du tapis
formé est une mosaique caractéristique de l'endothélium "in vitro" (Fig. 39).
Notons également qu'en incorporant & la fois de 1l'extrait de cerveaux
d'embryons et de 1'extrait total d'embryons, et uniquement dans ce cas,
nous avons pu conserver des cultures contenant des '‘cellules en parfait &tat
et capables de proliférer pendant vingt 3 trente jours. Le vieillissement des
cellules semble donc retardé, puisque dans la culture "témoin" en milieu

-~

standard, il apparalt en deux & trois semaines.

Cependant, l'addition simultanée de ces deux types d'extraits
& des cellules devenues altérées en milieu standard n'a aucun effet : la
prolifération ne reprend pas et elles conservent leur morphologie altérée :

vacuoles, formes amiboIdes et chevauchements.

- Influence sur l'activité de la M.4.0. (Fig. 37,

C'est sans doute 3 ce niveau que 1'influence combinée de 1'extrait
total d'embryons et de l'extrait de cerveaux d'embryons devient la plus mani-
feste : nous obtenons en effet une &lévation significative de + 76,5 7 de

l'activité de la M.A.0., soit une augmentation pratiquement deux fois plus
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importante que celles obtenues lors de l'addition séparée des deux extraits.
Nous avons en effet mesuré + 33,74 7 lors de l'addition d'extrait de cerveaux

d'embryons et + 36,02 % lors de 1'addition d'extrait embryonnaire total.

- Conelusion

Lorsque de l'extrait total d'embryons et de l'extrait de cerveaux
d'embryons sont incorpor8s ensemble au milieu de culture standard et 3 leurs

concentrations optimales, nous remarquons que :

* L'augmentation de la prolifération cellulaire reste du méme ordre que

celle obtenue par l'addition d'extrait de cerveaux embryonnaires seul.

# Une potentialisation ou une addition des effets apparait au niveau de

1'activité de la M.A.O.

IV - DISCUSSION

Lorsque du matériel cellulaire en culture devient sénescent 3
court ou & moyen terme, c'est-d-dire que certains de ses caract@res morpho-
logiques et biochimiques s'alt@rent, 1'expérimentateur incrimine le plus

souvent le milieu dans lequel est cultivé@ ce matériel.

Dans notre cas et devant le vieillissement rapide des cultures
de cellules endothéliales de capillaires céré&braux, nous nous sommes posé
la question de savoir si le milieu de culture utilis&, bien que déji trés
riche (voir le tableau IV) et contenant 20 % de sérum de veau foetal, &tait
déficient en certains &léments. Cela nous a conduit & incorporer 3 ce milieu

différents extraits physiologiques dans le but de :

* Ralentir le vieillissement des cellules,par 1l'influence d'extraits
embryonnaires ;
% Reconstituer l'environnement "in vivo' de cet endoth&lium capillaire

cérébral, par 1'adjonction d'extraits de cerveaux et de sérum de Poulet.

Comme 1'indiquent les ré&sultats obtenus, ces extraits et princi-

palement les extraits embryonnaires ont une influence positive tré&s nette
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mais limitée, 2 la fois sur la prolifération et la morphologie des cultures
de cellules endothé&liales et sur une activité enzymatique spécifique de la

fonction de cet endothélium au sein de la barri&re hémo—encéphalique.

Cependant, 11 faut noter que l'extrait de cerveaux et surtout
de cerveaux d'embryons de poulet augmente beaucoup plus la prolifération
des cellules (+ 248,10 % d'augmentation de la teneur en protéines) que

1'activité de la M.A.O0. (+ 33,74 7).

Par contre, 1l'extrait total d'embryons, bien qu'augmentant 1'acti-
vitéd de la M.A.0. dans les mémes proportions (+ 36,02 7) que l'extrait de cer-

veauX, influence beaucoup plus faiblement la prolifération cellulaire (+ 61,32 %Z).
Nous aurions en fait pu nous attendre 3 ce que :

% Un extrait total d'embryons influence particulidrement le phénoméne

général qu'est la prolifération cellulaire ;

# Un extrait de cerveaux, donc un ensemble de substances locales et
spécifiques, agisse préférentiellement sur le phénomé@ne particulier qu'est

1'activité de la M.A.0. de 1l'endoth&lium cé&rébral.

L'influence sur la prolifération cellulaire de 1'association
extrait total d'embryons + extrait de cerveaux d'embryons est pratiquement
(+ 280,80 7) &quivalente & 1'influence de 1l'extrait de cerveaux d'embryons
seul (+ 248,10 7).

Mais 1l'activité de la M.A.0. est, dans ce cas, accrue de 76,50 % :
soit une augmentation double de celle mesurée en présence de l'extrait total
d'embryons seul (+ 36,02 %) ou de celle obtenue lors de l'action de 1'extrait
de cerveaux d'embryons seul (+ 33,74 7). Notons que la somme de ces deux ac-—
croissements (+ 36,02 % et + 33,74 7) de 1'activité‘de la M.A.0. est pratique-
ment &gale 3 l'accroissement de cette activité obtenu par l'action combinée

des deux types d'extraits (76,50 Z).

Plusieurs hypoth&ses peuvent Etre avancées pour expliquer ces

variations

*% Nous fabriquons nos extraits de cerveaux, principalement 3 partir
d'embryons d'un Age de dix—~sept jours, correspondant i la période ol les

potentialités enzymatiques se développent fortement (DELORME, 197!). Par
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contre, l'extrait total d'embryons de poulet fourni par les laboratoires
EUROBIO est fabriqué & partir d'embryons d'un &dge de neuf jours. Il serait
donc possible que ces deux types d'extraits scient différents, tant par la

qualité que par la quantité des facteurs moléculaires qu'ils renferment.

* Les influences de l'extrait total d'embryons et de 1'extrait de cer-—
veaux d'embryons semblent se sommer ou se potentialiser pour augmenter 1l'acti-
vité de la M.A.0. Ce phénoméne ne se produit pas en ce qui concerne la pro-
lifération cellulaire. Dans 1'état actuel de nos manipulations, il est domnc
permis de penser que l'extrait total et 1l'extrait de cerveaux agiraient selon
des processus différents mais potentialisables sur l'activité de la M.A.O.

et selon un processus semblable et limité sur la prolifération cellulaire.

Nous remarquons de plus que les extraits embryonnaires que nous

-~

avons utilis@s sont tout & fait impuissants pour enrayer le phé&noméne du
vieillissement des cellules endothéliales "in vitro" et incapables de 'ra-
jeunir" une culture sénescente. Pourtant PETIMANN et al. (1981) démontrent
que l'addition d'extraits de cerveaux d'embryons 3 des cultures d'astro-
blastes est capable de ramener les niveaux de certaines activités spécifiques
3 ceux mesur&s dans 1'organisme. SENSENBRENNER et al. (1980) avaient déja
montré que l'addition d'extraits embryonnaires de cerveaux, qu'ils soient de
Poulet ou de Rat, stimulent la multiplication et la différentiation de cel-
lules gliales en culture. De plus, SCHOR et al. (1980) et TAPPER et al. (1981)
montrent que des substances tumorales peuvent avoir des effets positifs sur
la migration ou la prolifération "in vitro" de cellules endothéliales de ca-

pillaires.

Existerait-1il donc un ou des composés physiologiques capables de
maintenir ou de restaurer les potentialité@s, tant morphologiques que métabo-

liques de cellules en culture ?

Nombre de ces facteurs sont déj3 isolés et méme commercialisés.
GOSPODAROWICZ et MORAN (1976) et GOSPODAROWICZ (1980) ont été parmi les pre-
miers @ obtenir, par 1'incorporation d'un facteur de croissance fibroblas-—
tique 3 des cultures sénescentes d'endothélium cornéen, le ré&tablissement

complet de toutes les caractéristiques spécifiques de 1'endothélium. GAJDUZEK
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et al. (1980) ont d'ailleurs montré que les cellules endoth&liales d'aorte de
boeuf synthétisent un facteur capable d'induire la croissance en culture de
différents types cellulaires et, en particulier, de fibroblastes et de cel-

lules musculaires lisses.

Mais, 1'influence positive de ces différents types d'extraits
peut, lorsque ces fractions physiologiques sont incorporés & de fortes concen-—
trations dans le milieu de culture, laisser place 3 une influence toxique

envers l'endothdlium en culture.

Selon les modalités d'adjonction des extraits, cet effet toxique

se manifeste en fait de deux fagons :

# D'une part, il apparalt dans des cultures bien &tablies, lors du
remplacement d'une partie du S.V.F. par, soit du sérum de Poulet, soit par
de fortes doses d'extrait total d'embryons de Poulet : on note alors une
diminution de 1'activité de la M.A.0. et de la prolifération cellulaire,

ainsi qu'une altération de la morphologie cellulaire.

* D'autre part, une toxicité@ se manifeste lorsque de l'extrait de
cerveaux est incorporé au milieu de culture d&s 1'ensemencement. Dans ce
cas, les cellules ne se fixent pas 3 la surface de culture et meurent ra-
pidement. Ce méme phénoméne est remarqué par PETTMANN et al. (1981) lors
d'une étude de 1'influence d'extraits cérébraux de Poulets sur des cultures

d'astroblastes.

En fait,il est probable que les extraits utilisés contiennent
non seulement des facteurs influengant positivement le métabolisme cellu-

laire mais Egalement des facteurs enzymatiques prot&olytiques.

Ces enzymes seraient capables, & faibles concentrations, de
détruire les mol&cules impliquées dans la fixation de la cellule sur son
substrat et, 3 fortes concentrations, d'altérer le métabolisme cellulaire,

peut-étre par attaque du plasmalemme.

Cependant, cette toxicité se manifeste méme lorsque le sérum de
poulet est inactivé i la chaleur, donc lorsque les activités enzymatiques

sont théoriquement détruites.

Peut-8tre faut-il alors soupgonner la présence de toxines dans
ce sérum, toxines que la cellule accumulerait principalement dans ses va-

cuoles et qui perturberaient certaines réactions métaboliques ?
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CONCLUSION DE LA SECONDE PARTIE

Un enrichissement important de 1'activité de la M.A.0Q. est donc
mis en évidence dans une fraction purifiée de capillaires télencéphaliques
lorsque l'on compare cette phase microvasculaire 3 1l'ensemble de l'organe

dont elle est issue.

Preuve est &galement Etablie que certaines potentialités spé-
cifiques de la cellule endothéliale du capillaire cérébral sont profondément

influencées par des enviromnements particuliers.

L'étude que nous venons de réaliser démontre en effet que certains
facteurs présents dans l'organisme et m@me dans 1'organe duquel sont issues
les cellules endothé&liales sont indispensablesau maintien de la différencia-

tion physiologique de ces cellules introduites dans un systdme de culture.
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Au cours de cette &tude, nous avons donc montré que 1'endoth&lium
des capillaires cérébraux pouvait, d'une part, &tre isolé et, d'autre part,
8tre spécifiquement cultivé. La pureté de nos isolements a &té démontrée 3

chaque étape du protocole expérimental.

-~

Seul reste maintenant 3 mettre au point une technique directe
d'identification de 1'endothé&lium de Poulet en culture. L'isolement de
1'antigéne du facteur VIII, 3 partir de sang de Poulet et la fabrication des
anticorps correspondants, nous permettraient de disposer d'un procédé de carac-
térisation de 1'endoth&lium en culture beaucoup plus rapide et encore plus

spécifique que la méthode,pourtant fiable,que nous avons &laborée.

Les fractions isol&esyet principalement les capillaires té&lencé-
phaliques et les cellules endothéliales obtenues & partir de ces capillaires,
se sont révélées comme étant métaboliquement actives : la mesure d'une acti-
vité mono—amine oxydasique tr@s élevée au niveau de ces é&chantillons nous

confirme le rdle important qui revient 3 la micro-circulation cé&rébrale dans

la dégradation des mono-amines au sein de la barrilre sang-cerveau enzymatique.

La création "in vitro" d'un mod&le expérimental de cette barriére

hémo-encéphalique est réalisée.

Cependant, les premiéres mesures effectuées au niveau de ce mo-
d8le ont mis en &vidence une atténuation rapide de ses capacités métaboliques.
De nombreux travaux récents mettent en évidence le rdle important des extraits
de cerveaux d'embryons (SENSENBRENNER et al., 1980 ; PETTIMANN et al., 1981 ;
BARAKAT et al., 1982 ; PETTMANN et al., 1982) dans la stimulation de la pro-
lifération cellulaire "in vitro" et dans la maturation et la différentiation
de types cellulaires spécifiques. Ceci nous a conduit 3 mesurer 1l'influence
de tels extraits physiologiques sur, d'une part, la morphclogie et la proli-
fération en culture des cellules endothéliales de capillaires télencéphaliques

et, d'autre part, sur une activité enzymatique spécifique de ces cellules au

sein de la barri&re hémo-encéphalique, 1'activité de la M.A.O.
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Nous pouvons maintenant affirmer que les extraits testés, qu'ils
soient obtenus 3 partir d'embryons de poulets entiers, 3 partir du seul cer-
veau de ces embryons ou de poulets aprés la naissance, sont capables, lors-—

qu'ils sont incorporés au milieu de culture 3 des concentrations optimales

* D'augmenter la prolifération cellulaire ;
#* De renforcer l'organisation des cellules en culture ;

#* De stimuler l'activité mono-amine oxydasique de ces cellules.

Bien que cette &tude ait &t& volontairement limitée, nous pouvons,

d'ores et déj3 envisager quelques axes de recherche complémentaires :

# Dans un premier temps, il serait intéressant de "dissé@quer'" l'activité
mono—-amine oxydasique importante mise en &vidence au niveau des cellules endo-
théliales des capillaires télencéphaliques. L'action d'inhibiteurs sélectifs
ou de substrats spécifiques des types de M.A.0. A et B permettrait de comprendre
plus précisément les mécanismes de destruction des mono—amines et de leurs pré-

curseurs au niveau de la B.H.E.

* Toujours dans cette optique et en utilisant le méme mod&le expérimental,
la mesure d'autres activités enzymatiques importantes, telles celles de la DOPA-
décarboxylase, de la dopamine R-hydroxylase, de la catéchol-0O-méthyl transfé-
rase, nous parailt indispensable pour la compréhension des mécanismes généraux
régissant l'ensemble des &changes moléculaires au niveau de 1'interface sang-

cerveau.

# L'influence positive de différents extraits physiologiques ayant &té
mise en &évidence sur le métabolisme oxydatif de la cellule endothé&liale, il
serait particulidrement inté&ressant de réussir 3 isoler le ou les facteurs
moléculaires responsables. Cela impliquerait la mise au point d'une technique
de culture de la cellule endothé&liale du capillaire cé&rébral en milieu "sans
sérum"” : il est en effet indispensable que la composition du milieu de cul-
ture soit totalement contrdlable pour permettre 1'étude de l'action de frac-

tions moléculaires.
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