Resume

La sclérose en plaques (SP) est une maladie
inflammatoire du systeme nerveux central (SNC)
caracterisee par une infiltration de cellules
mononucléaires du a une fragilisation de la barriere
hemato-encephalique (BHE). Pour etudier les
mecanismes impliqués dans la SP et mettre au point
des approches thérapeutiques efficaces, il est
primordial d'utiliser des modeles pertinents et
representatifs de la maladie. Notre étude a permis le
développement d'un modele in vitro de la BHE par
le biais de cellules en culture. Afin de mimer le plus
exactement possible la structure de la BHE in vivo,
nous avons mis au point un modele presentant les 3
types de cellules constituant la BHE soit les cellules
endothéliales, les pericytes et les astrocytes. Ce
modele nous permet de simplifier l'etude des
interactions entre divers types cellulaires présents
au niveau de la BHE et de mieux comprendre les
mecanismes impliques dans le developpement de la
SP dans l'espoir d’identifier de nouvelles cibles
therapeutiqgues. Ce modele pourra egalement étre

modifié et adapte a l|'etude d'autres désordres
degéeneratifs.
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Figure 1: Représentation schematique de la BHE. Les
capillaires cerébraux sont Iimités par des cellules
endothéliales (BEC) en contact etroit avec des astrocytes,
des peéricytes et autres cellules de l'unité neurovasculaire.
Excessivement sélective, la BHE permet normalement de
maintenir un environnement stable a l'intérieur du systeme
nerveux central (SNC) en limitant les échanges entre celui-
ci et le sang.

Modele de tri-culture in vitro de la BHE
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Figure 2. Representation schématique de la configuration in vitro du modele de la BHE.
Notre modele est construit a I'aide d’inserts de culture Transwell® et permet la tri-culture de
cellules murines primaires. A. Les astrocytes sont d’abord extraits du cerveau de 4 souriceaux
nouveaux-nes. Les cellules endothéliales et les péricytes sont par la suite extraits du cerveau de
10 souris adultes agees de 6-8 semaines. B. Les cellules endothéliales de microvaisseaux
cérebraux (BMECs) sont separees des péricytes par un filtre permeéable et les astrocytes sont
cultives dans le compartiment basolatéral.

Caracterisation phénotypique du modele de tri-culture
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Figure 3. Comparaison phénotypique entre le modele de tri-culture et une monocouche
de cellules endothéliales (BMECs). A. Immunofluorescence des cellules murines primaires
composants la BHE in vitro; Cellules endothéliales (CD37+ en vert), péricytes (PDGFR-B+ en
rouge), et astrocytes (GFAP+ en vert). B. Immunobuvardage représentant le niveau d'expression
de la protéine associee aux jonctions serrées, Claudin-5. C. Mesure de la permeabilite
paracellulaire a I'aide de la résistance transendothéliale (TEER) et de la vitesse de passage du
jaune Lucifer (P,,,).” p < 0,05 D. Profil de cytokines secretees suite a la stimulation par I'lL-13 (10
ng/ml). Le GM-CSF joue un rGle important dans le processus neuroinflammatoire notamment lors
de la SP et est seulement detectable dans le modele de tri-culture.
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La BHE in vitro mime efficacement les
effets in vivo.
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Figure 4. Transmigration des monocytes a travers la BHE.
Analyse cytomeétrigue des monocytes récupéres dans
compartiment basolatéral suivant une stimulation (18h) a I'lL-13 (1
ng/ml). A. L'IL-1f induit la transmigration des monocytes a travers
BHE. ****p<0,001 B. Lors de leur transmigration a travers la BHE, les
monocytes acquierent un pheénotype de cellules presentatrices
d'antigenes et cet effet est potentialisé par I'lL-1f3.

Synthese et Conclusion

Le modele in vitro de BHE déeveloppe dans le cadre de ce
projet est constitueé par la tri-culture de cellules
endothéliales, de péricytes et d'astrocytes. Ce modele validé
nous permet: 1) de simplifier I'etude des interactions entre
les divers types cellulaires présents lors de l'inflammation au
niveau de la BHE, 2) de mieux comprendre les différentes
voies de signalisation impliquées dans le developpement de
la SP, 3) d’élucider les mécanismes qui menent a la perte
d’intégrite de la BHE et 4) d’étudier comment la BHE module
en conditions inflammatoires, l'acquisition des fonctions
effectrices des cellules immunitaires.
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