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I. INTRODUCTION

1. Généralités

L'option nouvelle du laboratoire, a savoir 1'étude de certains
aspects du probléme de l'athérogenese, a orienté sans hésitation
le choix de la premiere étape de cette recherche vers l'obtention de
cultures pures de cellules endothéliales.

En effet, les cellules endothéliales et leurs produits de synthese
sont les constituants principaux de 1l'intima des vaisseaux sanguins.
Cette couche, la plus interne de la paroi vasculaire qui en comporte
trois (intima, média, adventice) , est directement impligquée dans les
processus athérosclérotiques.

Bien que le rdle de l'endothélium dans l'athérogenese ait été
reconnu depuis 1'époque de Rokitansky (1852) et Virchow (1856) ,
les divers aspects de ses biologie et pathobiologie ont été longtemps
méconnus et/ou sous-estimés. En effet, les recherches dans le domaine
de l'athérosclérose étaient axées principalement sur deux voies: celle
de l'hypothése lipidique et celle de 1l'hypothése thrombogénigue.
(Duguid, 1946 ; Ross and Glomset, 1978 ; Davignon, 1978)

De plus, la confusion entre artériosclérose, processus physiopa-
thologique 1ié a 1'dge et athérosclérose, processus pathologique
favorisé entre autres par 1'Age, contribuait & ce manque d'intérét.
Actuellement, cette erreur semble corrigée puisque 1l'étude biologique
de la cellule endothéliale progresse a grands pas et gue notre concep-
tion de l'endothélium évolue rapidement de celle d'une barriere ana-
tomique passive a celle d'un constituant fonctionnellement actif de la
paroi vasculaire.

Le développement et 1l'application a grande échelle de méthodes de
culture des cellules endothéliales vasculaires in vitro ont constitué
le facteur le plus important de ce renouveau ou de ce regain d'intérét.
De telles cultures permettent 1'étude directe des propriétés métaboli-
ques, synthétiques et physiologiques dans des conditions bien contrd-
lées, impossibles a réaliser "in vivo".




2. L'endothélium en tant que tissu

L'endothélium vasculaire est 1'épithélium simple le plus répandu
de tout l'organisme. Formé d'une assise unicellulaire pavimenteuse, il
tapisse intérieurement les systemes circulatoires sanguin et lympha-
tique. Sa localisation 3 l'interface entre le sang circulant d'une
part, la paroi vasculaire et les tissus interstitiels voisins d'autre
part, implique des propriétés et des fonctions hautement spécialisées.
La mesure de sa surface totale chez 1'homme adulte représente plusieurs
centaines de metres carrés, tandis que son épaisseur dépasse a peine
guelques micrometres.

La structure géométrique de cette "membrane" ultrafine est donc bien
adaptée aux échanges de molécules entre les divers constituants que
nous venons de citer. Cependant, elle pourrait favoriser une certaine
fragilité, un moindre degré de résistance vis a vis de traumatismes,
lésions...

I1 y a au moins deux fonctions vitales de la "barriére endothéliale"
qui sont directement liées a sa continuité : la perméabilité sélective
aux macromolécules et la propriété de thgpmpqgésisgagqe, c'est-a-dire
sa non-réﬁyt;xité a 1l'état normal avec leswpléqdéftes-sanguines et les
facfgagg-déwgoégulation.

L'endothélium assure un role de barriere sélective pour le transfert

de substances entre le sang et les tissus. La pénétration des molécules
plasmatiques par pinocytose ou au niveau des jonctions intercellulai-
res dépend des propriétés de perméabilité des cellules.

Le mécanisme de la thromborésistance de 1l'endothélium intact n'est pas
connu avec certitude. Certaines hypotheses ont été émises pour expliguer
cette propriété trés importante pour le maintien d'un flux sanguin
adéquat. Elles font état de répulsion électrostatique par les surfaces
chargées négativement, de présence de fibronectine & la surface cellu-
laire, de synthése de prostacycline (PGI,) par la cellule endothéliale
empéchant 1'adhésion plaquettaire, de présence de matériel "héparine-

S

like" & la surface cellulaire. (Thorgeirsson et Robertson, 1978).



On peut prédire que des lésions méme microscopiques de cette barriére
(fussent-elles de la taille d'unme cellule endothéliale) auront des
effets locaux.

Par ailleurs, l'organisation de l'endothélium en une vaste mono-
couche sert a amplifier son impact en tant que tissu métaboliguement
actif. En effet, chaque cellule endothéliale peut entrer en contact
avec tout le sang circulant. C'est dire que les substrats transportés
par le sang sont en contact direct avec les cétoenzymes de la face
luminale de la cellule endothéliale et que les métabolites peuvent
soit diffuser dans le voisinage soit étre transportés a distance par
la circulation.

De méme, les substances synthétisées et sécrétées par les cellules
endothéliales peuvent avoir des effets locaux et systémiques.

Enfin, tous les matériaux traversant, dans un sens ou dans l'autre,

la paroi du vaisseau sanguin, peuvent subir des altérations biochimi-
ques lors de leur transit endothélial.

Les cellules endothéliales élaborent, entre autres, des glycoprotéines,
des glycosaminoglycans, plusieurs types de collagene, des microfibril-
les... Au niveau des capillaires, elles participent au métabolisme
lipidique par fixation membranaire de la lipoprotéine lipase.

Cet enzyme hydrolyse les triglycérides et les diglycérides contenus
dans les chylomicrons et les VLDL (very low density lipoproteins).

Vu ces nombreux rdles, on comprend aisément que des altérations
dans la structure et/ou les fonctions de la barriere endothéliale
contribuent a la genése de processus pathologiques tels que l'athéro-
sclérose, la thrombose, 1l'inflammation ou la tumeur vasculaire.
L'élucidation et la compréhension des mécanismes impligqués dans ces
processus normaux ou pathologiques résultent d'études in vivo et in
vitro.

Dans le cas de l'athérosclérose par exemple, la découverte de modeles
animaux développant des lésions athéromateuses, spontanément ou apres
un régime approprié, a permis d'étudier 1l'action de divers facteurs

athérogéniques et de tester l'efficacité de certaines thérapeutiques.




Cependant des problémes comme l'identification des caractéristiques
moléculaires des lésions ou la découverte de facteurs favorisant la
prolifération de certains types cellulaires (fibroblastes, cellules
musculaires lisses, plaquettes, cellules endothéliales) nécessitent
des recherches plus spécifiques sur les cellules concernées.

Enfin, bien que les cellules endothéliales d'un méme lit vascu-
laire se ressemblent morphologiquement, on distingue des différences
régionales. En ultrastructure, on peut observer deux types fondamen-
taux d'endothélium : 1l'endothélium "continu" des arteres, veines et
capillaires musculaires et 1l'endothélium fenétré, caractéristique de
capillaires viscéraux. A l'intérieur de ces catégories, on pourra
noter des variations cytologiques dans le nombre et/ou la distribution
des vésicules de pinocytose, des organites cytoplasmiques, des é1lé-
ments du cytosquelette, voire méme des jonctions intercellulaires.

De plus, il semblerait que d'importantes spécialisations dans la
fonction endothéliale existent au niveau régional et probablement méme
cellulaire. A

Par exemple, des médiateurs de 1l'inflammation tels que l'histamine
induisent sélectivement la conmtraction dans 1l'endothélium de la veinule
postcapillaire, augmentant ainsi la perméabilité au niveau capillaire;
les lymphocytes du sang adhéerent et traversent 1l'endothélium des
veinules du ganglion lymphatique ; enfin, l'activité de plusieurs
enzymes associés aux cellules endothéliales (tels que l'activateur du
plasminogene, la prostaglandine synthétase, la phosphatase alcaline

et la lipoprotéine lipase) varie dans les endothéliums artériel, vei-
neux et capillaire.

On doit donc s'attendre, au vu de cette hétérogénéité structurale et
fonctionnelle, a une réponse non uniforme de la barriere endothéliale
aux divers stimuli pathophysiologiques. Cependant, il est tout aussi
probable que certaines caractéristiques essentielles de 1'endothélium,
se produisant t8t dans l'adaptation évolutive de ce tissu a son rdle
de bordure vasculaire, sont exprimées de maniere plus générale.

Les mécanismes de base de la compatibilité sanguine (thromborésistance)
la perméabilité sélective et la régénération en sont probablement des
exemples.




3. Culture de cellules endothéliales

La possibilité de cultiver des populations pures de cellules
endothéliales pendant des périodes prolongées a fourni un systéme
modele permettant 1'étude des propriétés structurales, métaboligues
et fonctionnelles de l'endothélium vasculaire dans des cqnditions

expérimentales définies.
a) Historigue

Avant 1950, la littérature scientifique ne mentionne que trés

peu d'articles traitant de cultures de cellules endothéliales.

Elles sont toutes réalisées a partir de fragments tissulaires prove-
nant de spécimens chirurgicaux ou d'autopsie. Les limites de ces
techniques sont évidentes: faible rendement, identification cytolo-
gique difficile. Cependant, dés la fin des années 50, Lazzarini -
Robertson (1961) commence a cloner des populations de cellules
séparées a partir d'"explants" artériels et a étudier la capture des
lipides par ces cellules. Ces expériences représentent la premiere
tentative d'étude biologique de l'endothélium en culture pure.

Un pas en avant fut réalisé grdce a Maruyama (1963) qui obtint un
rendement accru de cellules endothéliales suite a la dissociation
enzymatique de 1'intima de la veine du cordon ombilical humain.

Des coupes histologiques de vaisseaux traités montraient que la
bordure endothéliale avait été Gtée de maniére sélective, préservant
la lame élastique interne.

Les cellules restaient viables pendant 14 a 21 jours et les cultures
étaient plus homogenes que celles obtenues & partir de fragments
tissulaires.

Maruyama observa des cellules d'aspect fibroblastique dans les
vieilles cultures et il attribua leur présence a la "transformation"
des cellules endothéliales.

Des études au microscope électronigue ont montré plus tard qu'il
s'agissait en fait d'une contamination des cellules initiales par
des cellules musculaires lisses.




Fryer and al. (1966) ont adopté la méthode de Maruyama et 1l'ont
appliquée aux cultures de 1l'intima artériel du cordon. Ils obtinrent
des résultats similaires a ceux des cultures de l'intima veineux.
Cependant, l'artére ombilicale, qui ne posséde pas une lame élastique
bien structurée, fut souvent a l'origine de mélanges de cellules
endothéliales et de cellules d'aspect fibroblastique.

Les cellules endothéliales se détérioraient progressivement aprés

2 a 5 semaines et ne pouvaient étre sous-cultivées. Par contre, les
contaminants d'aspect fibroblastigque croissaient continuellement.

Grace a des progrés dans les trois directions suivantes, la culture
de cellules atteignit le sommet actuel.

1° progres dans les méthodes d'isolement spécifique.

2° amélioration des conditions de culture.

39 identification des cellules cultivées par des criteres fiables.
Les méthodes actuelles d'isolement nous permettent d'obtenir des
cellules endothéliales viables a partir des gros vaisseaux sanguins
soit par détachement mécanigue de la surface luminale soit par dis-
sociation de 1l'intima par des enzymes protéolytiques. (Jaffe and al. ,
1973 ; Gimbrone and al. , 1974 ; Booyse and al. , 1975)
La perfusion de segments de vaisseaux sanguins avec de la collagénase
bactérienne fournit des quantités de cellules endothéliales viables
sans contamination appréciable par d'autres types cellulaires.
Elles proviennent pour une part importante des cordons ombilicaux
humains. Mais on cultive également avec succés des cellules endothé-
liales artérielles provenant d'aorte bovine, porcine...
En ce qui concerne les conditions de culture, les cellules endothéliales
se distinguent des autres types de cellules diploides par un besoin
accru en sérum (Gimbrone and al. , 1976). De plus, la croissance cellu-
laire requiert une densité optimale de cellules lors de la mise en
culture, car souvent des petites quantités de cellules ne s'attachent
pas au support (Gimbrone and al. , 1976). Ceci représentait évidemment
un handicap pour l'établissement de clones cellulaires. Un tres grand
progres a été réalisé par Gospodarowicz and al. , 1977 , qui ont réussi
a cloner et a cultiver de maniére prolongée des cellules endothéliales
de 1l'aorte bovine en utilisant un facteur de croissance (Fibroblast
Growth Factor ou FGF).




Maciag and al. (1979) ont pu obtenir la stimulation de la croissance
endothéliale in vitro a 1l'aide d'un facteur de croissance isolé de
1'hypothalamus bovin et qui semble différent du FGF.

Quant a l'identification des cellules en culture, les cellules endo-
théliales possédent certaines caractéristiques structurelles et
fonctionnelles qui permettent de les distinguer des autres types de
cellules dérivés de la paroi vasculaire a savoir les fibroblastes et
les cellules musculaires lisses.

Cependant, la modulation du phénotype au cours de cultures prolongées
est chose trés fréguente dans toute culture cellulaire.

L'évaluation objective de ce phénomene en ce qui concerne les cellules
endothéliales est nécessaire si l'on veut aboutir a des interprétations
physiologiques significatives.

b) Cellules endothéliales

1° Structure et caractérisation

Les cellules endothéliales en culture prennent un aspect polygonal.
Elles possedent un noyau ovolide avec deux ou trois nucléoles.
La microscopie électronique a transmission révéle la présence au niveau
cytoplasmique de nombreuses mitochondries, de saccules de reticulum
endoplasmique lisse et rugueux, d'un appareil de Golgi important et

souvent périnucléaire, de ribosomes libres, de corps multivésiculaires...

Ces organites ainsi que les vésicules d'endocytose et de secrétion

(50 - 100 nm) témoignent de l'activité métabolique intense de ces
cellules.

Au niveau du cytosquelette, on distingue des microtubules (25 nm de
diametre) et des microfilaments (diamétres de 10 nm et 6-8 nm) surtout
abondants en périphérie cellulaire.

En plus de tous ces éléments qui se retrouvent dans le cytoplasme
d'autres types cellulaires, les cellules endothéliales contiennent des
inclusions spécifiques: les corps de Weibel - Palade. Ces granules
ovoides (0.1 x 3 um), limités par une membrane, sont constitués de
falisceaux paralléles de structures tubulaires d'un diametre de 15 nm
(Weibel and Palade , 1964).




Ils sont localisés en périphérie du cytoplasme ou a proximité du Golgi.
Sengel et Stoebner (1969) suggeérent l'assemblage et peut-étre la
synthése des corps de Weibel - Palade au niveau de l'appareil de Golgi.
On posséde peu d'informations sur le rGle de ces granules.
Cependant, Wagner and al. (1982) montrent le stockage de la protéine
de Von Willebrand au niveau des corps de Weibel - Palade. Ils pourraient
intervenir dans sa fabrication. .
La synthése du facteur VIII ou de Von Willebrand est également une
propriété spécifique des cellules endothéliales.
Les techniques d'immunofluorescence ont permis de localiser le facteur
VIII uniguement dans l'endothélium des vaisseaux. (Hoyer and al. , 1973)
Sa distribution est cytoplasmique et granulaire. I1 n'est pas détecté
dans les cellules musculaires lisses et les fibroblastes.
L'incorporation dans cette protéine d'acides aminés radioactifs a
fourni la preuve de sa synthése par la cellule endothéliale. (Jaffe and
al. , 1973). Le facteur VIII est une glycoprotéine du plasma (PM :
1.12 105) synthétisée par les mégakaryocytes et les cellules endothé-
liales.
Elle posseéde trois propriétés constitutionnelles:

. le facteur VIII anti-hémophilique (VIII

la coagulation sanguine.
. le facteur de von Willebrand (VIIIVWF
des plaguettes au collagéne du sub-endothélium.

. l'antigene du facteur VIII (VIIIAg).

L'action anti-hémophilique dépend de la séquence des acides aminés dans

AHF) qui intervient dans

) qui participe a 1l'adhésion

la chalne peptidigue tandis que 1l'adhésion au collagéne dépend de la
glycosylation (Kao and al. , 1980)
Les cellules endothéliales en culture produisent l'antigene du facteur
VIII et le facteur de Von Willebrand. L'activité anti-hémophilique n'est
pas détectée dans les milieux de post-culture. (Jaffe , 1977).

La structure des cellules endothéliales présente peu de variations
interspécifiques.
La comparaison entre les cellules bovines et les cellules humaines
montre, outre des dimensions cellulaires différentes: 30 x 50 um pour




les cellules humaines contre 40 x 60 um pour les cellules bovines, un
changement dans la répartition des corps de Weibel - Palade.

Ils figurent en grand nombre dans les cellules endothéliales humaines.
(Jaffe and al. , 1973 ; Henriksen and al. , 1975 ; Haudenschild and
al. s 1975),

Pour Schwartz (1978) et Folkman and al. (1979) , les cellules endo-
théliales de 1'aorte et des capillaires bovins ne possédent pas cet
organite caractéristique. Il est cependant signalé dans les cellules
endothéliales de l'aorte bovine par Booyse and al. (1975) et Eskin and
al. (1978). ‘

A part cette différence, les cellules humaines et les cellules bovines
se ressemblent au niveau de la composition cytoplasmique, de la
présence du facteur VIII ...

De plus, les caractéristigues de la structure in vivo des cellules de
1'endothélium tant humain que bovin sont conservées in vitro.

(Jaffe and al. , 1973 ; Booyse and al. , 1975)

2° Mode de croissance

La croissance des cellules endothéliales in vitro se fait selon un
modele trés régulier. Elles proliférent en une monocouche de cellules
polygonales étroitement accolées.

Ceci les distingue des cultures de cellules musculaires lisses et de
fibroblastes, cellules fusiformes qui se disposent en couches super-
posées.

A l'opposé des fibroblastes, les cellules endothéliales présentent un
contrdle de croissance rigoureux. Dans les cultures a confluence, la
stimulation de la synthése du DNA des fibroblastes est proportionnelle
a la concentration en sérum.

Dans les mémes conditions, les cellules endothéliales ne répondent pas
aux facteurs de croissance du sérum, elles arrétent leurs divisions.
(Haudenschild and al. , 1976).

Rem. La confluence correspond a la rencontre des diverses colonies

cellulaires d'une méme boite.
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Les études autoradiographiques de Gimbrone and al. (1974) ont d'ailleurs
montré une corrélation entre la synthése du DNA et la densité des
cellules endothéliales. Il y a diminution des noyaux marqués a la
thymidine tritiée quand la densité cellulaire augmente.

Pour les cellules endothéliales, l'arrét des divisions est le résultat
d'un contact physigue entre cellules voisines, suggérant que des récep-
teurs sur la surface cellulaire sont impligqués dans la réception et la
transmission du signal d'arrét.

L'inhibition de la croissance dépendante de la densité et 1'inhibi-
tion de mouvement due aux contacts entre les cellules sont deux pro-
priétés importantes de l'endothélium in vivo. Elles permettent le
maintien d'une assise endothéliale unicellulaire malgré la stimulation
continue par les facteurs de croissance circulant dans le sang.

Ces cellules conservent toutefois leur capacité de division. Des

stimuli pathologiques et physiologiques peuvent induire les mitoses et
une reprise de la croissance cellulaire.

Le mouvement cellulaire semble nécessaire pour l'initiation du retour

en croissance.

L'inhibition de la réparation des lésions de l'endothélium par la
cytochalasine B est a 1l'origine de cette suggestion. (Schwartz and al.
1979). En effet, la cytochalasine est un inhibiteur du mouvement
cellulaire qui agit principalement au niveau des microfilaments d'actine.

c) Facteurs de croissance

Les facteurs de croissance protéiques permettent de maintenir en
vie, de stimuler la croissance et de retarder la dégénérescence des
cellules en culture.

Bien que le sérum utilisé pour promouvoir la culture d'une grande
variété de types cellulaires soit considéré comme la source commune de
ces facteurs, ils existent également dans des extraits tissulaires
(cerveau, hypothalamus, glande pituitaire) , dans les milieux condition-
nés par des cellules tumorales...
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Gospodarowicz and al. (1976 , 1977) ont montré l'action du
"fibroblast growth factor" (FGF) sur la prolifération des cellules
endothéliales bovines. Ce facteur, extrait soit de la glande pituitaire
soit du cerveau bovin, était connu pour son action sur la croissance
des fibroblastes. L'addition du FGF favorise la prolifération des
cellules endothéliales bovines ensemencées a faible densité (8 cellules/
cm?). Son utilisation a également permis la production de lignées cellu-
laires clonées.

La comparaison des réponses des cellules bovines et humaines au FGF a
suggéré l'existence de variations au niveau des facteurs de contrdle
de la croissance de l'endothélium des deux espéces. (Gospodarowicz and
al. , 19783},

En effet, l'activation par la thrombine de la réponse des cellules
humaines au FGF ne se vérifie pas pour les cellules bovines.

L'action de la thrombine n'est pas clairement définie, elle pourrait
agir sur certains récepteurs de la membrane.

I1 faut cependant signaler que l'action du FGF sur les cellules endo-
théliales peut étre modifiée dans certaines conditions précises selon
le mode de préparation. (Maciag and al. , 1979 ; Lemmon and al. , 1982 ;
Gospodarowicz and al. , 1983).

Pour établir des cultures a long terme de cellules endothéliales
humaines, Maciag and al. (1979 , 1981) utilisent un "endothelial cell
growth factor" (EcGF) isolé a partir d'un extrait d'hypothalamus bovin.
EcGF favorise la survie et la croissance des cultures de cellules
endothéliales de faible densité. Son addition au milieu de culture
permet de réduire les besoins en sérum. Cette observation suggére que
1'EcGF agit en collaboration avec des hormones et des facteurs contenus
dans le sérum. Etant donné 1'importance expérimentale de ce facteur
protéique, Maciag and al. (1982) ont poursuivi sa caractérisation.

EcGF existe sous deux formes possédant une activité biologique similaire,
1'une de poids moléculaire élevé (PM>70000) , l'autre de poids molécu-
laire plus faible (PM compris entre 17000 et 25000).
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En plus de son action sur les cellules endothéliales, 1'EcGF peut
stimuler la synthése du DNA des fibroblastes en culture confluente.

La relation entre 1'EcGF et le FGF isolé du cerveau bovin par
Gospodarowicz and al. (1978) n'est pas encore clairement définie.
Cependant Maciag and al. suggerent que ces deux facteurs appartiénnent
a la méme famille, FGF pourrait &tre une forme protéique modifiée du
facteur de faible poids moléculaire.

King and Buschwald (1984) ont caractérisé a partir des plaquettes
un facteur capable de stimuler la synthese du DNA et la croissance des
cellules endothéliales humaines. Cet Endo - GF differe du "platelet
derived growth factor" (PDGF) , un autre facteur extrait des plaquet-
tes humaines, qui favorise la croissance des fibroblastes et des
cellules musculaires lisses.

La présence de 1'Endo - GF dans les plaquettes permet de les associer
aux processus de croissance et de réparation de 1l'endothélium.

King and al. (1984) ont purifié, a partir d'un chondrosarcome, un
facteur (PM 18000) qui stimule la prolifération des cellules endothé-
liales des capillaires, phénoméne important de 1'angiogenese.

Les cellules endothéliales des macrovaisseaux répondent différemment
aux facteurs de croissance extraits de tumeurs. Cela peut étre mis

en relation avec les différences fonctionnelles qui existent entre les
micro- et les macrovaisseaux.

d) Propriétés des cellules endothéliales en culture

Les cellules endothéliales produisent un matériel extracellulaire
composé principalement de collagéne et assimilé a une membrane basale.
Elles sont intimement liées a cette matrice qui les entoure, a
laquelle elles sont attachées et sur laquelle elles migrent, proli-
ferent et se différencient. Les cellules endothéliales synthétisent la
fibronectine et l'incorporent au substrat fibrillaire. (Jaffe and
Mosher , 1978 ; Birdwel and al. , 1978).




La fibronectine est une glycoprotéine de la surface cellulaire, elle
joue un rdle important dans la morphologie de la cellule, dans
1'agrégation entre les cellules voisines et dans 1l'adhésion au
substrat. En utilisant des anticorps anti-fibronectine fluorescents,
Jaffé and Mosher ont observé une diminution du nombre de granules
intracellulaires fluorescents et une extension du marguage dans le
réseau fibrillaire extracellulaire lors de l'augmentation de la
densité cellulaire jusqu'a la confluence.

Etant donné ses propriétés d'adhésion, la fibronectine est incorporée
aux substrats de culture. Maciag and al. (1981) utilisent, en plus de
1'EcGF, un substrat de fibronectine pour leurs cultures de cellules
endothéliales humaines.

La fibronectine a permis également d'améliorer la prolifération des
cellules endothéliales des microvaisseaux (Bensch and al. , 1983).
Les cellules endothéliales produisent le collagéne, principal compo-
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sant de la matrice extracellulaire. Le collagene de type III prédomine

sur les autres types. Ceci est en corrélation avec la synthése in vivo.

Tseng and al. (1982) décrivent l'action du FGF sur la synthése de
collagene par les cellules endothéliales bovines.

En présence de FGF dans le milieu, elles expriment leur phénotype
normal. Elles synthétisent en premier le collagéne de type III plus
du collagene des types IV et V. En absence de FGF, la synthese de
collagene est augmentée et les cellules produisent en supplément du
collagéne de type I.

L'apparition du type I au niveau du substrat entralne des changements
dans le phénotype des cellules qui adoptent un mode de croissance de
type fibroblastique.

Ces modifications de la matrice extracellulaire et l'apparition du
collagene de type I sont des éléments que l'on retrouve au niveau de
la formation de la plague athéroscléreuse. (Ross and Glomset , 1973).
En plus de son réle de support, la matrice extracellulaire intervient
dans la régulation de la synthése et du dépdt du collagéne.

Les cellules endothéliales bovines en croissance sur une matrice pré-
formée produisent moins de collagéne et cette synthese est plus
efficiente.
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Le collagéne est déposé principalement au niveau de la couche cellulaire
méme en début de culture.

Par contre les cellules en croissance sur le plastigue avec FGF produi-
sent plus de collagéne dans le milieu. Son dépdt au niveau de la surface
basale des cellules s'effectue a un stade avancé de la culture.

Le mécanisme par lequel les cellules détectent et répondent au substrat
n'est pas encore élucidé. (Tseng and al. 1983).

L'apparition d'un comportement similaire pour les cellules en culture

et les cellules in situ peut étre atteint si une matrice extracellulaire
appropriée est présente.

Pour y arriver, deux voies sont possibles : soit on fournit unme matrice
- préformée, soit on stimule sa production par l'addition de facteur de
croissance.

Gospodarowicz and al. (1978) et Schwartz (1978) ont observé, dans
des cultures post-confluentes de cellules endothéliales bovines, des
cellules en prolifération sous la monocouche.

La nature endothéliale de ces cellules est démontrée par la présence de
fl'antigéne du facteur VIII.

Schwartz suggere l'analogie avec le processus initial de la néovascula-
risation. ‘

Daniel (1982) décrit une phase de croissance similaire dans des cultures
de cellules endothéliales humaines.

L'incidence et 1l'extension de ce phénomene est semblable pour des
cultures sur plastique, sur verre et sur substrat de collagene.

Au sein d'une méme culture, toutes les cellules ne participent pas a
cette nouvelle phase de croissance. Certaines conservent la disposition
réguliére typique d'une culture endothéliale. (Schwartz , 1978).

Hahn and Polgar (1984) établissent une relation entre 1'augmentation
significative de la production des prostaglandines, en particulier la
prostacycline, et l'apparition de cellules phénotypiguement différentes
dans des cultures de cellules endothéliales bovines.

La nature de l'activation de la synthése de PGI, associée a cette phase
de croissance reste inconnue.
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Avant d'atteindre la confluence, les cellules endothéliales bovines

en culture peuvent se lier aux plaquettes. Elles perdent cette capa-
cité au moment de la confluence. (Feder and al. , 1983 cités par

Hahn and Polgar , 1984).

En tenant compte de ces observations, Hahn and Polgar émettent 1'hypo-
thése de 1'inhibition du dépﬁt‘des plaquettes dans les cultures post-
confluentes suite a 1l'augmentation du taux de prostacycline liée a la
présence de ces cellules particuliéres.

I1 reste cependant a établir l'analogie avec les processus développés
in vivo.

Maciag and al. (1982) ont étudié l'apparition de structures orga-
nisées dans les cultures de cellules endothéliales humaines.
Les cellules peuvent passer d'une phase de prolifération a une phase

d'organisation suite a un changement des conditions de culture.
En supprimant les facteurs de croissance (EcGF et fibronectine), on

diminue le potentiel de prolifération. Dans ce cas, les cellules

n'atteignent pas la confluence mais s'organisent en structures tubu-

- e ———————————

laires. Ces tubes sont constitués de cellules attachées entre elles
Eg;—des complexes jonctionnels et arrangées de fagon & former une
lumiere. Cette lumiére contient des débris amorphes, fibrillaires et
et granulaires.

Ils distinguent plusieurs stades dans ce développement.

. stade I apres 2 semaines : apparition des cellules migratrices.

. stade II apres 3 semaines : organisation de ces cellules en
fins canaux.

. stade III apres 4 semaines : alignement de ces cellules pour la
croissance des canaux dans lesquels une lumiére
apparalt.

. stade IV aprés 5 a 6 semaines : formation d'un réseau organisé
semblable a un tissu.

. stade Vv apres 7 semaines : élongation des structures tubulaires
flottantes attachées au substrat par les extrémités.

A ce niveau, les cellules présentent un état de différenciation non
terminal.
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En effet, la rupture de ces structures par un traitement a la trypsine
permet le retour des cellules en phase de prolifération si le milieu
de culture contient les facteurs de croissance.

Cette capacité d'organisation des cellules endothéliales en culture
présente un grand intérét pour 1l'étude de l'angiogenese.

4, But du travail

Comme nous l'avons mentionné au début, nous souhaitons obtenir des
cultures pures de cellules endothéliales a partir de segments d'aorte
bovine obtenus a l'abattoir. Aprés avoir mis au point la technique de
culture propre a nos cellules, nous pensons caractériser de maniere
spécifique les cellules endothéliales. Cela nécessitera probablement
une mise au point des technigues appropriées utilisées dans la
littérature. Enfin, nous pensons tester l'effet de 1l'adjonction de
facteurs de croissance aux milieux de culture de nos cellules.

Aprés avoir préparé différentes fractions, extraites de cerveau bovin
et susceptibles de contenir différents types de facteurs de croissance,
nous en vérifierons l'effet qualitatif (effet de la fraction) et 1l'effet
quantitatif (effet de la dose) sur la croissance des cellules endothé-
liales bovines.

Notre travail ne pourra &tre que qualitatif: c'est en effet une
recherche nouvelle qu'entreprend l'ensemble de l'unité de cytologie;
elle entralnera sans doute beaucoup de contretemps.

Ce premier travail nous semble cependant utile sinon important pour
la planification des expériences ultérieures.




ITI. MATERIEL ET METHODES

1. Technique de culture

Nous utilisons pour mettre en culture les cellules endothéliales

de l'aorte bovine une technique proche de celle proposée par Booyse
and al. en 1975. :
L'aorte (20 cm environ), obtenue dans un délai de deux heures apres

la mort de l'animal, est immédiatement stockée dans une solution

tampon

& 40y

(0.14 M. NaCl, 0.004 M. KCl, 0.001 M. tampon phosphate pH 7.4, 0.011 M.
glucose).

Nous pouvons diviser la mise en culture en cing étapes.

lO

20

30

40

50

Suturer les artérioles puis perfuser l'aorte avec du PBS con-
tenant les ions Ca®** et Mg** (Dulbecco's phosphate buffered
saline) pour éliminer le sang.

Fermer une extrémité et remplir le vaisseau avec 20-40 ml d'une
solution de collagénase 0.1 % (CLS, Worthington) dans du PBS.
Fermer l'autre extrémité et incuber dans un bain a 37° C.
pendant 15 minutes.

Apres 1l'incubation, écarter le contenu et remplir 1l'aorte avec
20-40 ml de milieu.

Cette étape permet 1'élimination des restes de la solution de
collagénase, des cellules sanguines et des cellules abImées.
Répéter 1l'opération une fois.

Apres ces ringages, verser dans l'aorte 20 ml de milieu conte-
nant 20 % de sérum de veau nouveau-né, (Flow laboratories).
Fermer les extrémités et agiter lentement plusieurs fois dans
le sens longitudinal pour détacher les cellules endothéliales.
Récolter le contenu et le répartir dans quatre boites 60x15 mm
(Miles laboratories, Naperville) a raison de 5 ml / bolte; les
boltes étant au préalable recouvertes d'un film de gélatine.
Placer les boites dans 1l'incubateur a 37° C. ventilé par un
mélange 95 % air - 5 % CO,.

Changer le milieu de culture tous les trois jours.
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Le milieu de culture utilisé contient, en plus du milieu 199 (Flow
‘ laboratories) dont la composition est donnée au tableau I,
350 mg / litre NaHCO, , 2 mM L-glutamine , 15 mM HEPES , 0.2 mg / ml
Streptomycine , 200 U. / ml Pénicilline , 2.5 U. /ml Nystatin et 20 %
sérum de veau nouveau-né. Le pH est ajusté a 7.1 - 7.2.

Les cellules arrivées a confluence sont repiquées de la fagon
suivante:
. Laver les cellules deux fois avec du tampon HEPES.
. Incuber dans une solution de BSA/EDTA (0.5 % / 0.02 %) / collagé-
nase 0.1 % dans du tampon HEPES (1/1) pendant 10 minutes a 37° C.
. Racler la boite avec un "rubber policeman" et récolter le

| contenu dans un tube a centrifuger conique.

. Rincer la boite une fois et centrifuger le tout 5 minutes a
1000 rpm.

| . Répartir le culot dans le nombre de bolites désiré.

Toutes ces manipulations doivent s'effectuer dans des conditions
strictes de stérilité.




i Ingredient mg/litre Ingredient mg/litre
L-Alanine 25.00 p-Aminobenzoic acid 0.05
L-Arginine HCI 70.00 Pyridoxal HCI 0.025
L-Aspartic acid 30.00 Pyridoxine HCI 0.025
L-Cysteine HCI 0.0987 Riboflavin 0.01
-L-Cystine, disodium salt 23.66 Thiamin HCI 0.01
L-Glutamic acid 66.82 DL- @ Tocopherol phosphate, 0.01
L-Glutamine 100.0 disodium salt
Glutathione 0.05 Vitamin A acetate 0.1147
Glycine . 50.00 CaCl, 2H,0 185.5
L-Histidine HCI .H,0 21.88 Fe(NO,); .8H,0 0.10
L-Hydroxyproline 10.00 KCl 400.0
L-Isoleucine 20.00 KH,PO, 60.00
L-Leucine 60.00 MgSQ, .7H,0 200.0
L-Lysine HCI 70.00 NaCl 8000
L-Methionine 15.00 NaHCO, 350.0
L-Phenylalanine 25.00 NaH,PO, .2H,0
L-Proline 40.00 Na,HPO, 47.50
L-Serine 25.00 Adenine sulphate -10.00 -
L-Threonine 30.00 5-AMP 0.20
L-Tryptophan 10.00 ATP, disodium salt 10.00
L-Tyrosine disodium salt ~ 49.72 Cholesterol 0.20
L-Valine 25.00 2-Deoxyribose 0.50
L-Abscorbic acid 0.05 D-Glucose 1000
Biotin 0.01 Guanine HCI 0.30
Calciferol 0.10 Hypoxanthine 0.30
D-Calcium pantothenate©  0.01 D-Ribose 0.50
Choline chloride 0.50 Sodium acetate 36.71
Folic acid 0.01 Phenol red sodium sait 17.00
1-Inositol 0.05 Thymine 0.30
Menaphthone sodium 0.019 Tween 80 5.00
bisulphite 3H,0 Uracil 0.30
Nicotinic acid 0.025 Xanthine 0.30

| Nicotinamide 0.025

Tableau I : Composition du milieu de culture M 199.

(Flow laboratories)
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2. Immunofluorescence

L'immunofluorescence nous permet de mettre en évidence 1'antigéne
du facteur VIII sur les cellules endothéliales bovines.
Le marguage est réalisé sur des cellules en phase de croissance sur
couvre-objet.

. Immerger le couvre-objet dans du PBS, effectuer trois ringages
dans ce méme PBS.

. Fixer les cellules avec une solution de formaldéhyde (parafor-
maldéhyde 3% dans du PBS, 10 pl. CaCl, 1 M. et 10 pl. MgCl, 1 M.
pour 100 ml de solution) pendant 20 minutes.

. Rincer (trois fois) avec du PBS.

. Dans une chambre humide, déposer sur des morceaux de parafilm
25 pl. d'antisérum de lapin anti-facteur VIII humain.
(Behringwerke A.G. , W. Germany). Renverser le couvre-objet sur
1'antisérum et laisser incuber 20 minutes.

. Laver deux fois dans du PBS/gélatine 0.2%.

. Procéder de la méme fagon avec le second anticorps a savoir les
y - globulines anti-lapin de chévre conjuguées a la fluorescéine.

. Laver deux fois dans du PBS/gélatine.

. Monter le couvre-objet sur une lame dans une goutte de glycérol-PBS

Toutes ces manipulations se font a température ambiante.

Remarque: pour obtenir un marquage interne, perméabiliser les cellules
apres l'étape de fixation dans une solution de Triton X 100 0.1% dans
du PBS pendant 4 minutes.
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3. Préparation des chromosomes

Nous utilisons pour étaler les chromosomes des cultures en phase
de croissance exponentielle afin d'obtenir un nombre appréciable de

plagues. métaphasiques.

. Incuber les cellules avec 0.06 ug de colchicine / ml de milieu
pendant 18 heures.

. Les détacher avec une solution de trypsine (0,25 % trypsine dans
PBS, 0.01 % EDTA (1/1) pendant 3 minutes.

. Soumettre les cellules a un choc hypotonigue durant 20 minutes
(1 volume de milieu pour 3 volumes d'eau).

. Racler la bolite et centrifuger 10 minutes a 1200 rpm.

. Resuspendre le culot dans le fixateur (1 volume d'acide acétique
glacial et 3 volumes de méthanol), laisser agir 10 minutes.

. Centrifuger (10' , 1200 rpm) et recommencer une fixation.

. Resuspendre dans 1 ml de fixateur.

. Plonger une lame dans du méthanol 40% glacé, déposer sur cette
lame une goutte de suspension cellulaire et laisser sécher.

. Colorer 3 a 5 minutes avec de l'orcéine acétique (2 % orcéine
dans acide acétique 45 %).

. Rincer, sécher et monter au DPX.
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4. Préparation pour la microscopie électronigue a transmission

. Fixer les cellules avec la glutaraldéhyde 2.5% dans du tampon
cacodylate 0.1 M. pH 7.4 pendant 2 heures a 4° C.

. Rincer avec le tampon cacodylate 3 x 1 minute a 4° C.

. Post-fixer avec le tétroxyde d'osmium 2% dans du tampon
cacodylate 0.1 M. pH 7.4 durant 1 heure a 4° C.

. Réaliser trois ringages d'l minute avec le tampon cacodylate
- L o

. Déshydrater avec de 1l'éthanocl 70°: 3 x 2 minutes a 4° C, puis
avec de l'éthanol 90°: 3 x 2 minutes a 4° C et enfin avec de
1'éthanol 100°: 3 x 10 minutes a la température ambiante.

. Enrober dans de l'épon et laisser polymériser trois jours a
60° C.

Les coupes fines sont obtenues avec un couteau de diamant, a 1l'ultra-
microtome (Ultrotome LKB) puis contrastées pendant 30 minutes avec
une solution d'acétate d'uranyle 1% suivie du citrate de plomb selon
la technique de Reynolds pendant 10 minutes.

Les grilles sont examinées au microscope électronique Philips EM 301.
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5. Préparation du facteur de croissance

Gordon and al. (1983) ont purifié un "endothelial cell growth factor"
a partir du cerveau bovin. Ce facteur de croissance permet la proliféra-
tion des cellules endothéliales de la veine ombilicale humaine.
Afin de tester ce facteur sur les cellules endothéliales de l'aorte
bovine, nous le préparons en suivant le mode opératoire mis au point
par ces auteurs.

. Homogénéiser les cerveaux frais de boeuf dans 1 a 2 litres de
sulfate d'ammonium pendant 1 minute.

. Mélanger l'homogénat pendant 60 minutes a 4° C, ensuite ajuster
le pH a 4.66 avec HCl 6 N.

. Centrifuger a une vitesse de 8000 rpm pendant 30 minutes a 4° C,
récolter le surnageant et ajuster le pH a 6.74 avec NaOH 1 M.

. Soumettre le surnageant a deux précipitations successives avec
du sulfate d'ammonium.
19 2209, (NHA)ZSOA./ litre de surnageant, mélanger a 4° C pendant

10 minutes puis centrifuger (8000 rpm, 30 minutes).
2° 500 .g. (NH4)2504 / litre de surnageant, mélanger puis centrifu-
ger (8000 rpm, 30 minutes).

. Resuspendre le culot dans 100-200 ml d'eau distillée, dialyser
contre H,0 pendant 24 a 48 heures puis lyophiliser.

. Dissoudre le matériel lyophilisé dans du tampon phosphate de
sodium 0.1 M. pH 6 a une concentration de 20 mg protéine / ml.

. Déposer cet échantillon sur une colonne échangeuse d'ions CM
Séphadex CS50 équilibrée et éluée avec le tampon phosphate de
Na 0.1 M. pH 6.

. Eluer le facteur de croissance avec un gradient de NaCl: 0.15 M,
puis 1.0 M. NaCl dans le tampon phosphate de sodium 0.1 M. pH 6.

. Récolter les fractions du second pic, dialyser contre H,0 & 4° C
et lyophiliser.
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. Dissoudre le matériel lyophilisé dans 2-5 ml de carbonate

d'ammonium 0.1 M. pH 8.5.

. Déposer 1l'échantillon sur une colonne Séphadex G100 (tamis

moléculaire) équilibrée et éluée avec le tampon carbonate
d'ammonium 0.1 M. pH 8.5.

. Récolter les fractions éluées, dialyser contre H,0 a 4° C

et lyophiliser.
Stocker a -20° C.
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III. RESULTATS ET DISCUSSION

A. Culture des cellules

1. Mise auipoint de la technique de culture

Dans le cadre de notre travail, nous avons effectué quinze mises
en culture de cellules endothéliales provenant de 1l'aorte bovine.
Au cours des premiéres expériences, quelques modifications sont
apportées au protocole présenté par Booyse and al. en 1975.

Nous décidons de travailler sur l'aorte abdominale car celle-ci
présente des avantages pratiques par rapport a l'aorte thoracique.
Elle possede un diamétre d'environ 1.5 @ 2 cm (au lieu de 3 & 4 cm pour
la portion thoracique), sa couche musculo-élastique est nettement moins
épaisse, les collatérales sont moins nombnzuses et disposées plus
régulierement.
Ces caractéristiques facilitent sa manipulation avant et pendant
1'incubation.

. Isolement des cellules

Pour détacher les cellules de la bordure interne du vaisseau, nous
utilisons la collagénase. Cette enzyme, produite par les cellules du
tissu conjonctif, provoque la dégradation physiologique du collagene.
Elle est active au pH du tissu conjonctif.

Certaines bactéries, du genre Clostridium, responsables de la gangrene
gazeuse, produisent aussi la collagénase. L'enzyme favorise le pouvoir
d'invasion des microorganismes.

L'avantage de la collagénase réside dans son action au-dessus de la
membrane basale. De plus, a la différence de la trypsine et d'autres
protéases non spécifigques, la collagénase n'attague pas la membrane
cellulaire et se révele donc moins toxique pour 1l'isolement des cellules.
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Cependant avec cette technigque, le contrdle de la concentration
enzymatique et du temps de digestion est important afin de détacher
les cellules de la couche endothéliale d'une part et d'autre part
d'éviter 1'attague de la membrane basale ce qui pourrait entralner
1'isolement concomitant de cellules musculaires lisses.

Pour choisir une concentration adéquate, nous incubons, a 37° C.
pendant 15 minutes, des fragments d'aorte avec des solutions de colla-
génase 0.05% , 0.1% et 0.2%.

Les observations sont présentées dans le tableau II.

Concentration en Observations apres 2 jours de culture
collagénase
0.05 mg / ml . 3 ou 4 colonies d'environ 50
cellules.

\ . quelques cellules dispersées.

0.1/ mg / ml . 9 a 10 colonies de 20 a plusieurs

& centaines de cellules.

0.2 mg / ml . plus de 10 colonies de 20 a

' plusieurs centaines de cellules.

. présence de cellules musculaires
lisses.

Tableau II : Composition des bolites ensemencées aprés incubation
de l'aorte avec 3 solutions de concentration différente en
collagénase. (2 boites par test).

Pour limiter l'apparition des cellules musculaires lisses et augmenter
le nombre de cellules endothéliales, nous décidons lors de nos expé-
riences ultérieures d'incuber l'aorte avec la concentration de

Q.1:mg / ml.
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L'action de la collagénase est nettement visualisée en microscopie
optique sur des coupes d'aorte fixées, apres le traitement enzymatigue,
dans le mélange de Bouin, enrobées dans la paraffine et colorées en
HyELS-

L'aorte normale posséde une bordure endothéliale continue (fig. 1).
Aprés le traitement avec une solution de collagénase 0.05%, les

cellules endothéliales persistent encore en dé nombreux endroits (fig.2).
Par contre, le vaisseau traité avec une solution de collagénase 0.2%

ne posseéde plus de couche endothéliale (fig. 3).

. §gbstrat de lg culgggg

La derniére modification apportée concerne le substrat de culture.
Dans les premiéres expériences, nous déposions la suspension cellulaire
sur le plastic de la boite de culture.

Lors du premier changement de milieu, aprés 24 h., qui permet d'éliminer
les cellules mortes et les globules rouges encore présents, nous perdions
des cellules vivantes non attachées au substrat.

L'utilisation d'un substrat de gélatine permet d'accroitre l'efficacité
de l'ensemencement. Une solution de gélatine 0.2%, autoclavée, est
déposée dans la bolite a la température ambiante pendant 1 & 2 h. puis
1l'exces est retiré de fagon a ne laisser subsister qu'une fine couche
uniforme de ces protéines.

Sur ce substrat, les cellules présentent un taux d'adhésion supérieur
ainsi qu'un étalement favorable a la prolifération.

Jaffe E. (1980) avait signalé le rdle favorisant de la gélatine pour
1'adhésion des cellules au substrat de la culture sans en donner la
moindre explication. Il s'agissait dans ce cas de cultures de cellules
endothéliales humaines.

Nous supposons que la gélatine agit grdce a sa structure présentant

des sites d'attache pour les protéines membranaires.



Planche I

Fig. 1 Coupe transversale dans une aorte bovine. L'intima du vaisseau

est limitée par une couche de cellules endothéliales.

Ces cellules pavimenteuses ne peuvent étre identifiées que par

leur noyau (fleche) qui fait saillie dans la lumiére vasculaire (L).
Noter la présence de nombreuses fibres élastiques dans la média
(téte de fléche).

Coloration H.E.S. X 840.







Planche II

Fig. 2

Figs 3

Coupe transversale dans une aorte incubée avec une solution
de collagénase 0.05%. La bordure endothéliale persiste mais
elle est moins réguliere.

Ce traitement enzymatique permet de détacher quelgues
cellules endothéliales (fléche).

L : lumiere vasculaire.

Coloration H.E.S. x 840.

Coupe transversale dans une aorte incubée avec une solution
de collagénase 0.2%.

Ce traitement enzymatique permet de détacher l'ensemble de
la couche endothéliale.

L : lumiére vasculaire.

Coloration H.E.S. x 840,







2. Effet du temps précédant la mise en culture

Dans la technique de culture, nous citons un délai de 2 heures
maximum entre la mort de l'animal et le prélevement de 1l'aorte.
Ce laps de temps correspond a la durée nécessaire a la préparation
de la béte a l'abattoir.
L'aorte n'est accessible que lorsque la cavité abdominale est entiere-
ment vidée. Ce délai ne semble pas affecter les cellules mises en
culture.
A ce sujet, une publication de Balconi and al. (1983) a retenu notre
attention. Pour ces auteurs, la mise en route d'une culture dépend des
conditions de culture (milieu, sérum, facteur de croissance) mais aussi
de facteurs précédant le prélevement des cellules.
Ils ont montré sur les cellules endothéliales humaines un effet du
temps entre le prélevement du cordon ombilical et la mise en culture.
Contrairement a toute attente, un délai long (de 5 a 24 h) entre le
prélevement du cordon et 1l'ensemencement des cellules assure un pour-
centage de succés des cultures de cellules endothéliales important.
Afin de vérifier ces observations sur les cellules endothéliales
bovines, nous avons effectué au départ de la méme aorte des mises en
culture 2 heures, 4 heures, 6 heures et 24 heures aprés la mise a mort
de l'animal.
Avant l'expérimentation, les morceaux d'aorte sont conservés dans la
solution tampon déja mentionnée, a 4° C.
Nous ensemengons 2 boites pour chaque temps avec le méme nombre de
cellules par boite pour toute la série (lO4 cellules / ml)
L'expérience est réalisée deux fois pour les délais de 2, 4 et 6 heures
et une fois pour le délai de 24 heures.
Les résultats sont présentés dans le tableau III.
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Temps Observations

2 heures . plusieurs colonies de cellules polygonales,
étroitement accolées.

. confluence apres 7 jours. |

4 heures . méme morphologie.

. confluence apres 7 jours. |

6 heures . méme morphologie.

. croissance plus lente : confluence apres 10
jours.

24 heures . les cellules n'adherent pas au substrat.

. Ccroissance nulle.

Tableau III. Effet du temps entre la mise a mort de 1l'animal
et la mise en culture des cellules endothéliales.

Nous pouvons tirer de ces observations deux conclusions.

1° Un délai de 2 heures paralit compatible avec la mise en culture
des cellules endothéliales bovines. En effet, nous constatons qu'apreés
un délai de 4 et 6 heures, la croissance et la morphologie cellulaire
sont semblables. Nous ne pouvons cependant exclure ce facteur temps
pour expliquer les altérations observées dans certaines cultures.

2° Nous ne sommes pas en mesure de confirmer les travaux de
Balconi and al. dans le cas des cellules endothéliales bovines.
Le rendement de nos cultures diminue aprés 6 heures, il est nul apres
24 heures.
Deux parametres pourraient tre a l'origine de cette divergence des
résultats.
- soit une variation interspécifique.
Ces variations sont décrites. Par exemple, la survie des cellules
endothéliales bovines semble supérieure a celle des cellules endothé-
liales du cordon ombilical humain (Longenecker and al. , 1983 ;
Gordon and al. , 1983 ) ' ‘
La réponse de ces cellules a 1'"epidermal growth factor" (EGF), nous
fournit un autre exemple.
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EGF stimule la croissance des cellules endothéliales de la veine
ombilicale humaine, il n'agit pas sur celle des cellules endothéliales
bovines.

Des études de "binding" montrent 1'absence de récepteurs vis-a-vis

de EGF pour les cellules endothéliales bovines (Gospodarowicz and al. ,
1978 a).

- soit l'origine des cellules : foetale ou adulte.

Gospodarowicz and al., (1978 b), lorsqgu'ils testaient l'effet mitogéni-
que du FGF sur des cellules endothéliales bovines, n'ont observé aucune
différence en ce qui concerne le comportement et la croissance de ces
cultures, pour des cellules endothéliales provenant de territoires vas-
culaires aussi différents que le coeur, l'aorte et la veine ombilicale.
Ils signalent néammoins une différence entre les cellules endothéliales
adultes et foetales en ce sens qu'avec FGF, les cellules d'origine
foetale, a 1l'opposé des cellules d'origine adulte, continuent a
proliférer apres la confluence.

Cependant, il faut observer que les résultats obtenus par différents
auteurs proviennent, en général, d'expériences réalisées dans des
conditions fort différentes parfois (milieux, sérums, etc..) et que
nous ne pouvons tirer des conclusions de fagon formelle de la compa-
raison de leurs observations.

De plus, nos résultats allant dans le sens qui nous était le plus
favorable (plus de cellules en moins de temps), nous n'avons pas répété
1l'expérience plus de deux fois.
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B. Caractérisation des cellules endothéliales bovines

1. Microscopie en contraste de phase

Les cellules sont observées régulierement, tous les 2 ou 3 jours,
a partir de la mise en culture jusque la confluence.
Lors de l'ensemencement, deux possibilités se présentent: soit les
cellules sont assemblées en amas d'environ 10 - 20 cellules, soit elles
sont isolées.
Les cellules isolées possedent de fins prolongements cytoplasmiques
dans toutes les directions. Le départ de la croissance semble &tre
plus lent dans ce cas.
Par contre, a partir des amas cellulaires, les processus de croissance
démarrent de suite. La colonie cellulaire s'accrolt de fagon radiaire,
les cellules proches du centre sont légérement fusiformes avec un
noyau ovale et une fine bordure cytoplasmigue.
Ensuite, les cellules prennent un aspect polygonal avec le noyau central
contenant 2 a 4 nucléoles nettement visibles.
Comme les cellules isolées, les cellules en périphérie des colonies
possedent des prolongements cytoplasmigues. Ces cellules se divisent
abonqéﬁként, nous observons fréquemment la séparation de cellules-filles.
Au fur et a mesure de la croissance, les diverses colonies d'une
boite se rapprochent pour atteindre la confluence apreés 7 a 12 jours.
Le temps mis pour atteindre la confluence étant influencé par le
nombre de cellules au départ, ces valeurs ne peuvent &tre comparées
d'une expérience a l'autre.
Le nombre de cellules ensemencées dans une culture varie selon les
besoins, il est cependant identique pour les boites d'une méme
expérience.

La disposition en une monocouche réguliere est une caractéristique
des cellules endothéliales en culture (fig. 4, 5, 6, 14 et 15).
Mais nous observons aussi des cellules un peu en fuseau disposées soit
en faisceaux soit en tourbillons. Elles forment dans le tapis cellu-
laire des zones moins homogenes (fig. S et 7).
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Les dimensions cellulaires sont comprises entre 20 x 30 um et
40 x 50 pum.
Nous estimons la densité cellulaire a confluence par comptage en
chambre de Burker.
Les valeurs sont comprises entre 1.5 10°% et 2.5 10% cellules / cm?.

Aprés guelques jours de culture, nous observons dans certaines
cellules polygonales la présence de granulations denses généralement
périnucléaires ainsi que des vésicules claires (fig. 5 et 9).

Ces cellules ne sont pas localisées a un endroit particulier de
1l'amas cellulaire en croissance.

Nous ne pouvons généraliser ces observations, certaines cellules
conservent un cytoplasme homogene, d'autres par contre contiennent
un plus grand nombre de vésicules claires.

Deux séries furent suivies réguliérement, 1l'une pendant 40 jours

(4 repiquages) et l'autre durant 77 jours (7 repiquages).

. La monocouche réguliere de cellules polygonales est conservée au
au cours du temps. Cependant, avec les repiquages, nous constatons
1'apparition de cellules fusiformes plus nombreuses.

. Avec 1l'augmentation du-nombre de jours en culture, nous observons
un accroissement de la taille des cellules ou du moins de la surface
d'adhésion sur le substrat.

. Nous notons aussi la présence de grandes cellules (fig. 8 et 9).
Elles existent en périphérie des colonies et sont bordées de cellules
de taille normale.

Elles sont parfois binucléées, le cytoplasme homogéne en périphérie
contient des granulations et des vésicules claires dans la région
périnucléaire.

Remarques

Dans des cultures post-confluentes (12 jours) nous avons pd
observer des zones de "sprouting" c'est-a-dire de prolifération
cellulaire sous la monocouche (fig. 10).
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Ces cellules sont plus allongées, elles se rejoignent au niveau des
prolongements cytoplasmigues.

En début de culture, nous remarguons la présence de cellules
dont le cytoplasme est entiérement rempli de vésicules sombres (fig. 11).
Ces cellules, polygonales ou plus ovales, sont groupées par 2 - 3
jusque une dizaine par boite.
Elles ne semblent pas se diviser.
Dans certaines cultures, ces cellules disparaissent apres 5 - 6 jours.
On peut en retrouver apres l'un ou l'autre repiquage.

L'0il Red O colore les lipides hydrophobes en rouge. L'utilisation
de cette technique nous permet de révéler la présence de vésicules
lipidiques dans l'entiereté du cytoplasme de certaines cellules (fig.
1208 13).

Nous pensons qu'il pourrait s'agir de cellules semblables a celles
contenant des vésicules sombres.

Cependant, l'absence d'investigations en cette matieére sur les cellules
avec des vésicules claires ne permet aucune affirmation.



Planche III

Fig. 4 Monocouche confluente de cellules endothéliales en premiere
culture. :
Noter la régularité du tapis cellulaire.
Contraste de phase x 350.

Fig. 5 Monocouche confluente de cellules endothéliales en premiere
culture.
Des cellules en fuseau forment une zone moins réguliére.
Noter la présence de granulations denses et de vésicules
claires dans certaines cellules.
Contraste de phase x 330.







Planche IV

Fig. 6 Monocouche confluente de cellules endothéliales en premiere
culture.
Noter la forme polygonale de ces cellules et la présence du
noyau en position centrale.
Contraste de phase X 660.

Fig. 7 Cellules endothéliales disposées en faisceau dans une premiére
culture confluente.
Contraste de phase X 660.







Planche V

Fig. 8

Fig. 2

Grande cellule binucléée dans une culture confluente de
cellules endothéliales (troisiéme repiguage).

Noter l'accumulation de vésicules claires dans une cellule -
polygonale (téte de fléche).

Contraste de phase X 660.

Grandes cellules dans une culture confluente de cellules
endothéliales (troisiéme repiquage).

Elles possedent 1 ou 2 noyaux et un cytoplasme assez homogeéne.
Contraste de phase X 660.







Planche VI

Fig. 10 Prolifération cellulaire sous la monocouche d'une culture post-
confluente (13 jours) de cellules endothéliales (troisiéme
repiquage).

Noter les contacts entre les prolongements cytoplasmiques
de ces cellules.
Contraste de phase X 660.

Fig. 11 Cellules dont le cytoplasme est rempli de vésicules sombres
dans une premiére culture de cellules endothéliales. (fléche).
Contraste de phase x 660.

Fig. 12 et 13 Ces cellules provenant d'une premiére culture de
cellules endothéliales contiennent de nombreuses vésicules
lipidiques colorées en rouge par un 0il Red O x 760.







Planche VII

Fig. 14 Monocouche presque confluente de cellules endothéliales en
premiere culture.
Noter la régularité du tapis cellulaire.
Contraste d'interférence x 350,

Fig. 15 Monocouche confluente de cellules endothéliales en premiere
culture.
Noter la présence de grandes cellules et de cellules fusiformes.

Contraste d'interférence x 350,
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2. Microscopie électronigue a transmission

Les observations en microscopie électronique constituent une part
importante dans la caractérisation des cellules endothéliales bovines
en culture. La fixation et 1l'enrobage des cellules a lieu apres la
confluence.

Nous décrivons en premier lieu l'ultrastructure des cellules les
plus représentées pour signaler ensuite certaines variations individu-
elles. La morphologie générale de ces cellules soit en monocouche
soit isolées est montrée en figures 16, 17, 18 et 19.
1° Ultrastructure d'une cellule endothéliale.

. Noyau: généralement ovale, il est situé en position centrale; le
nucléoplasme contient 2 a 5 nucléoles et une fine bordure de
chromatine périphérigue.

. Mitochondries: elles sont nombreuses et réparties dans l'entiéreté
du cytoplasme (fig. 20).

A 1'état orthodoxe, elles peuvent étre assez allongées et présenter
des crétes transversales trés nettes (fig. 21).

. Réticulum endoplasmique rugueux: il est abondant et réparti dans
tout le cytoplasme (fig. 22 et 23).

Les citernes du systéme canaliculaire contiennent du matériel pro-
téique moyennement dense aux électrons.

. Appareil de Golgi: il est généralement composé d'un seul dictyosome
situé dans la région périnucléaire (fig. 24, 25 et 26).

Le dictyosome contient un empilement de 2 & 5 saccules de taille
moyenne et assez plats.

Au niveau de la face de maturation, nous observons des vésicules de
sécrétion (fig. 25) ainsi que des petites vésicules "coatées" (fig. 24).

Dans la région périnucléaire, nous trouvons également du réticulum

endoplasmique lisse et des corps multivésiculaires (fig. 24 et 31).
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Nous distinguons trois types de vacuoles dans les cellules
endothéliales.
. des autophagosomes contenant des débris d'éléments du cytoplasme
assez denses aux électrons (fig. 32 et 33).
. des vacuoles contenant des débris peu denses aux électrons en
faible quantité (fig. 37).
. des vacuoles claires (fig. 36).
Une technique cytochimigque mettant en évidence la phosphatase
acide permet de montrer la fusion de vacuoles contenant des débris
peu denses aux électrons avec des lysosomes (fig. 34).
Nous ne possédons aucune indication sur les vacuoles claires.

La périphérie cellulaire comporte de nombreuses vésicules
d'endocytose ainsi qu'un cytosquelette important.
Les microtubules sont généralement orientés vers la membrane cellu-
laire (fig. 40 et 43).
Un réseau de microfilaments fins (6 - 8 mm) borde la membrane plas-
migue (fig. 39 et 40). Aux endroits de contact entre la cellule et
son substrat, la densité des microfilaments augmente.
Dans le cytoplasme, nous observons de nombreux filaments intermédi-
aires (10 mm) arrangés en faisceaux paralléles ou dispersés librement
entre les organites (fig. 41 et 42).
Des corps tubulaires assimilés aux corps de Weibel - Palade ne sont
observés que dans 10% des cellules (fig. 28, 29 et 30).
Enfin, notons que dans les cellules fixées en début de croissance,
nous observons de nombreux polysomes (fig. 38).
Leur présence peut étre mise en rapport avec des synthéses protéiques
abondantes a ce stade.

Les cellules endothéliales en culture conservent leur ultrastruc-
ture au cours des différents repiquages.
La comparaison entre des cellules en début de culture et des cellules
ayant subi 5, 6 et 7 repiquages permet cette affirmation. La grande
majorité des cellules examinées présentent un aspect conforme a la
description donnée précédemment. Toutefois, nous observons un nombre
plus important de cellules vacuolisées dans les cultures plus agées.
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. Certaines cellules possedent un appareil de Golgi trés développé.
Plusieurs dictyosomes avec des saccules longs et assez dilatés se
situent dans la méme région du cytoplasme (fig. 27). De nombreuses
vésicules s'associent a ces structures.

Des corps de Weibel - Palade sont fréquemment observés a proximité
de ces dictyosomes.

. D'autres cellules contiennent de nombreuses vésicules claires.

Celles-ci, déja observées en microscopie a contraste de phase peuvent
fusionner en vacuoles plus grandes.

. Nous remarquons également 1'accumulation dans le cytoplasme de
certaines cellules de filaments intermédiaires disposés parallélement
en une sorte de faisceau.(fig. 42).

. L'ultrastructure des grandes cellules observées dans nos cultures

est similaire a celle des cellules endothéliales de taille normale.

Elles contiennent, outre les organites cités précédemment, un nombre
plus grand de vacuoles d'autophagie ainsi que des zones importantes

de filaments intermédiaires (fig. 44, 45 et 46).




Planche VIII

Fig. 16 Coupe longitudinale dans une monocouche confluente de cellules
endothéliales provenant d'une premiére culture.
D'importantes zones de contact existent entre les cellules
voisines (fléche).
N : noyau.







Planche IX

Fig. 17 Aspect général d'une cellule endothéliale provenant d'une
premiére culture (8 jours).
N : noyau.

Fig. 18 Aspect général d'une cellule endothéliale provenant d'une
culture de 50 jours (4 repiquages).
Noter la présence de prolongements cytoplasmigues dirigés
vers une cellule proche (fléche).
N : noyau.

Fig. 19 Aspect général d'une cellule endothéliale provenant d'une
culture de 70 jours (6 repiquages).
N : noyau.







Planche X

Fig. 20 Coupe dans une cellule endothéliale provenant d'une premiere
culture.
Cette micrographie illustre la répartition cytoplasmique des
mitochondries (M).
N : noyau
G : dictyosomes de 1l'appareil de Golgi.

Fig. 21 Nous distinguons sur cette coupe de mitochondrie (M):
la membrane externe (me), la membrane interne (mi) dont les
replis forment des crétes (fléche) et la matrice (ma).
Dans cette portion de cellule endothéliale, nous notons
également la présence d'une vacuole avec des débris peu
denses aux électrons (vVd) ainsi gue 2 vésicules lipidiques.

(Li).







Planche XI

Fig. 22 Coupe dans une cellule endothéliale provenant d'une premiere
culture illustrant la répartition en reticulum endoplasmique
rugueux (RER).

N : noyau.
M : mitochondrie.

Fig. 23 Citernes du reticulum endoplasmigque rugueux dans une cellule
endothéliale provenant d'une premiere culture.
N : noyau.
G : dictyosomes de 1'appareil de Golgi.
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Planche XII

Fig. 24 Coupe dans une cellule endothéliale provenant d'une premiere
culture. Cette micrographie nous montre un dictyosome de
1'appareil de Golgi (G), composé d'un ensemble de 3 a 5
saccules, situé dans la région périnucléaire.

Nous remarquons plusieurs vésicules "coatées" (fléche) a
proximité des saccules ainsi que la présence de corps multi-
vésiculaires (téte de fléche) dans cette portion du cytoplasme.
N : noyau.

Fig. 25 Dictyosome de l'appareil de Golgi (G) dans une cellule endo-
théliale provenant d'une premiere culture.
Des vésicules de secrétion sont présentes a la face de
maturation (fléche).
N : noyau.







Planche XIII

Fig. 26 Coupe dans une cellule endothéliale provenant d'une premiére
culture illustrant a nouveau les saccules de l'appareil de
Golgi (G) situé a proximité du noyau (N).

Fig. 27 Coupe dans une cellule endothéliale provenant d'une culture
de 40 jours (3 repiguages).
Cette portion du cytoplasme contient plusieurs dictyosomes
bien développés (fléche).
Noter la présence de nombreux corps de Weibel-Palade,
organites spécifiques des cellules endothéliales (téte de
fleche).
N : noyau.







Planche XIV

Fig. 28 et 29 Agrandissement des corps de Weibel - Palade de la
figure 27 (WPB).
Ces corps tubulaires sont limités par une membrane unique,‘
ils sont allongés et denses aux électrons.
Les fleches signalent la présence d'un "coat" a 1l'extrémité
de cette structure ainsi que la fusion probable avec une
vésicule "coatée".

Fig. 30 Coupe dans une cellule endothéliale provenant d'une premiére
culture.
Cette portion cytoplasmigue contient plusieurs corps de Weibel -

Palade (WPB) en section longitudinale (fléche) et transversale
(téte de fleche).
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Planche XV

Fig. 31 Détail d'un corps multivésiculaire (Cmv).
Noter la présence de petites vésicules "coatées" (téte de
fléche) dans la structure et & 1l'extérieur a proximité de
sa membrane.







Planche XVI

Fig. 32 Coupe dans une cellule endothéliale provenant d'une culture

Fig. 33

Fig. 34

de 25 jours (2 repiquages).

Cette portion du cytoplasme contient plusieurs autophagosomes (Va)
dans lesquels on distingue des débris de mitochondries et de
réticulum.

N : noyau.

Autophagosomes (Va) dans une cellule endothéliale provenant
d'une premiére culture.

Noter la présence d'un début d'enroulement myélinigque (téte
de fleche). \

N : noyau.

G : dictyosome de l'appareil de Golgi.

Cytochimie mettant en évidence la phosphatase acide dans des
vacuoles contenant du matériel peu dense aux électrons (fléche).







Planche XVII

Fig. 315

Fig...26

Fig. 3%

Aspect général de cellules endothéliales provenant d'une
culture de 28 jours (2 repiguages). Les vacuoles, plus
abondantes dans une cellule, se localisent aux pdles
cellulaires.

N : noyau.

Vacuoles claires (Vc) et vacuoles contenant du matériel peu
dense aux électrons (Vd) dans une cellule endothéliale
provenant d'une culture de 67 jours (é repiquages).

Vacuoles contenant du matériel peu dense aux électrons (vd)
dans une cellule endothéliale provenant d'une culture de 16
jours (1 repiguage).







Planche XVIII

Fig. 38 Nombreux polysomes (P) dans une cellule endothéliale provenant
d'une culture fixée au cours de la phase de croissance.
M : mitochondrie.
Cmv : corps multivésiculaire.







Planche XIX

Fig. 39 Faisceaux de microfilaments fins (ff) dans une cellule endo-
théliale provenant d'une culture de 56 jours (5 repiquages).
Ils sont situés en périphérie de la cellule et orientés
parallélement a 1l'axe du prolongement.
Noter la présence de microtubules (mt) et d'un matériel
extracellulaire fibrillaire (Me).

Fig. 40 Dans cette cellule endothéliale provenant d'une premigére
culture, les faisceaux de microfilaments fins (ff) sont situés
en périphérie cellulaire et aux endroits de contact de la

| cellule avec son substrat.
Les microtubules (mt) sont orientés vers la membrane.

Noter la présence d'un matériel extracellulaire fibrillaire (Me).

——







Planche XX

Fig. 41 Filaments intermédiaires (fi) dispersés dans le cytoplasme

d'une cellule endothéliale provenant d'une culture de 67 jours
(6 repigquages).

M : mitochondrie.

Fig. 42 Filaments intermédiaires (fi) assemblés paralléelement en une

sorte de faisceau dans une cellule endothéliale provenant d'une
premiere culture.

Fig. 43 Nombreux microtubules (mt) présents dans le cytoplasme d'une

cellule endothéliale provenant d'une culture de 56 jours
(5 repiquages).
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Planche XXI

Fig. 44 Aspect général d'une grande cellule observée dans une culture
de cellules endothéliales (2 repiquages).
N : noyau







Planche XXII

Fig. 45 Portion du cytoplasme d'une grande cellule provenant d'une
premiére culture de cellules endothéliales.
~ Noter la présence de nombreuses vacuoles contenant des
débris (vd).
M : mitochondrie.
RER : reticulum endoplasmique rugueux.
G : dictyosome de l'appareil de Golgi.

cellule provenant d'une premiere culture de cellules endo-
théliales.

vd : vacuole contenant des débris.

Cmv : corps multivésiculaire.

Fig. 46 Filaments intermédiaires (fi) abondants dans une grande
I
|
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3. Facteur VIII

Les cellules endothéliales possedent trois propriétés spécifiques
principales : - elles forment une monocouche de cellules polygonales
en culture.

- elles contiennent les corps de Weibel - Palade visua-
lisés en microscopie électronique.

-elles possedent l'antigene du facteur VIII.
L'immunofluorescence nous permet de mettre en évidence cette protéine
et ainsi d'apporter une preuve supplémentaire a la nature endothéliale
de nos cellules. '

Nous utilisons comme premier anticorps un antisérum de lapin anti-
facteur VIII humain. Le marquage est réalisé par des »Y-globulines

de chevre anti-lapin conjuguées a la fluorescéine.
Apres avoir testé plusieurs dilutions, nous choisissons une dilution
1/50 pour les deux anticorps.

Nous les centrifugeons avant de les déposer sur les cellules afin
d'éliminer les grains de précipité obtenus lors des premiers essais.
Nous travaillons avec deux témoins :

un témoin PBS ou le PBS remplace le premier anticorps.

un témoin Ig G ou les Ig G d'un lapin non immunisé remplacent ce
premier anticorps. Les témoins PBS sont toujours négatifs.

Par contre, les témoins Ig G sont marqués tres légerement et unifor-
mément. La différence d'intensité nous permet de distinguer entre la
fluorescence spécifique et non spécifigue.

Les tests sont effectués sur les cellules endothéliales bovines en
premiere culture et aprés 1, 2 et 4 repiqguages.
Ces observations concordent pour ces diverses expériences.
La fluorescence est répartie uniformément dans tout le cytoplasme avec
en plus des points intenses localisés en certains endroits.
Les noyaux ne sont pas margués (fig. 47 et 48).

Avec les cellules perméabilisées au Triton x 100, l'intensité du mar-
quage augmente légerement mais nous ne distinguons plus le noyau non
marqué de ces cellules.




Toutes les cellules endothéliales polygonales mais aussi les grandes
cellules signalées a diverses reprises présentent cette fluorescence
spécifique.

Le marquage est néanmoins plus faible pour ces dernieres.

Apres plusieurs essais pour optimiser la photographie de la fluores-
cence, nous obtenons les épreuves présentées dans ce travail.

Elles ne transmettent gqu'une partie de 1l'intensité de la fluorescence
observée au microscope.

38.




Planche XXIII

Fig. 47 Détection de l'antigéne du facteur VIII par immunofluorescence
dans une culture de cellules endothéliales (2 repiquages).
x 880.

Fig. 48 Détection de l'antigéne du facteur VIII par immunofluorescence
dans une culture de cellules endothéliales (2 repiquages).
X22200.
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4. Chromosomes

La constitution chromosomique est un critere important pour
déterminer la nature des cellules en culture.
Cependant, in vitro, certaines lignées cellulaires ne conservent pas
un nombre diploide de chromosomes.
Ne pouvant négliger cette éventualité, nous isolons les chromosomes
des cellules endothéliales bovines en premiere culture et apres deux
repiquages.
Le boeuf (Bos taurus) posséde 60 chromosomes (2 n = 60) dont 58 auto-
somes télocentriques ou acrocentriques et 2 chromosomes sexuels
submétacentriques.
Dans une culture exponentielle, une faible proportion de cellules
se trouve en mitose, il est nécessaire d'augmenter ce nombre par
l'addition de colchicine qui bloque les cellules en mitose.
Aprés avoir déterminé la durée nécessaire du traitement de colchicine
et la force du choc hypotonigue, nous obtenons des plaques métapha-
siques suffisamment étalées pour permettre la numération des chromo-
somes (fig. 49). Le nombre chromosomique des cellules déterminé en
premiére culture et aprés repiquage est égal a 2 n = 60.
Les cellules endothéliales bovines maintiennent leur nombre chromo-
somique normal en culture.
La!netteté de nos préparations ne permet pas cependant le classement
des auﬁosomes selon leur taille en toute certitude (figure 49').
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Planche XXIV

Fig. 49 Chromosomes métaphasiques d'une cellule endothéliale bovine
provenant d'une premiere culture.
Nombre de chromosomes 2 n = 60.
x 3200.

‘ Fig. 49' Caryotype d'une cellule endothéliale bovine provenant d'une

premiere culture.

Nombre de chromosomes 2 n = &0.
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5. Discussion

Caractérisation des cultures de cellules endothéliales

La caractérisation des cellules endothéliales de l'aorte bovine
en culture porte sur trois propriétés spécifiques de ce type
cellulaire.

. La disposition en une monocouche réguliere des cellules endothéliales
polygonales permet de les distinguer nettement des types cellulaires
contaminants. Cette monocouche caractéristique de la culture primaire

a confluence est décrite par de nombreux auteurs (Jaffe and al. , 1973,
Booyse and al. , 1975, Gospodarowicz and al. , 1976, Maciag and al. ,
1981).

Les principaux contaminants des cultures endothéliales sont:

- les fibroblastes, cellules allongées, trés étendues, d'aspect
totalement différent et bien connu.

- les cellules musculaires lisses, cellules assez grandes formant
souvent des "monts et vallées" c'est-a-dire des régions oU les cellules
s'empilent les unes sur les autres entrecoupées de zones ou les
cellules restent en monocouche (Ross , 1971). ,

. La présence des corps de Weibel - Palade constitue le second élément.
Cependant comme ces structures ne sont observées que dans 10% de nos
cellules, ce critére d'identification paralt moins fiable.

Nos observations confirment celles de la littérature.

Retrouvés par certains auteurs mais en faible pourcentage dans leurs
cultures de cellules endothéliales bovines (Ryan and al. , 1978),
1'absence des corps décrits par Weibel et Palade (1964) est soulignée
par d'autres (Schwartz and al. , 1978).

. Afin de disposer d'une technique slre de caractérisation, nous
utilisons 1'immunofluorescence pour mettre en évidence l'antigene du
facteur VIII, antigene spécifique des cellules endothéliales (Jaffe
and al. , 1973).

Les cellules sont positives dans tous les cas. Cette technique permet
d'affirmer la nature endothéliale des cellules mises en culture a
partir de l'aorte bovine.




41.

I1 est intéressant de noter gque Rosen and al. (1981) ont retrouvé

un marquage positif pour cet antigéne durant toute la durée de vie

de cultures de cellules endothéliales bovines.

En plus de la localisation cellulaire, cet antigéne semble associé au
matériel fibrillaire inclus dans la matrice péricellulaire (Hormia
and al. , 1983). ‘

La structure fine de la cellule endothéliale du cordon ombilical
humain a été bien étudiée par Haudenschild and al. (1975).
La cellule endothéliale de l'artére pulmonaire du veau a été remar-
quablement illustrée en microscopies optique et électronique par
Ryan and al. (1978).
Nos résultats ultrastructuraux correspondent en général a ces
descriptions.
Quelques variations sont cependant a noter concernant :

. la localisation des filaments intermédiaires.

Ces filaments sont situés de maniére prédominante dans la région péri-
nucléaire des cellules endothéliales (Haudenschild and al. , 1975 ;
Savion and al. , 1982).
Dans nos cellules, nous les observons dispersés ou arrangés en
faisceaux, dans la région périnucléaire mais aussi ailleurs dans le
cytoplasme, par exemple en périphérie.
Leur nature est déterminée par la présence de vimentine, protéine
majeure des filaments intermédiaires des cellules d'origine mésenchy-
mateuse. Les filaments - contenant la prékératine - caractéristiques
des cellules épithéliales et ceux possédant la desmine observés dans
les cellules d'origine myogénique n'existent pas dans les cellules
endothéliales (Franke and al. , 1979).
Les extrémités des faisceaux de microfilaments correspondent aux
points d'attache de la cellule au substrat.
Ces amas, limités dans la région basale, sont fréguemment observés
en microscopie électronigque dans des sections paralléles au substrat.
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Savion and al. (1982) ont décrit les éléments du cytosquelette

de cellules endothéliales aortiques bovines en culture en croissance
et a confluence et ils en ont analysé par électrophorese sur gel a
deux dimensions et en immunofluorescence les constituants a savoir
lfactine, la tubuline et la vimentine. Ils ont noté qu'a la confluence
des cellules, il se produit une accumulation intracellulaire de vimen-
tine ainsi qu'une redistribution des filaments intermédiaires.

Tandis que dans les cultures de cellules en croissance, la vimentine
apparalt sous forme de fins filaments; dans les cultures confluentes
elle s'organise en filaments épais, ondulés, localisés dans la

région périnucléaire.

. 1'absence de membrane basale.
Une membrane basale similaire a celle observée sous l'endothélium des
vaisseaux est absente dans nos cultures. Cependant, nous remarquons
occasionnellement la présence d'un matériel fibrillaire a proximité
de nos cellules.
Toutes nos cellules sont coupées parallelement au substrat, or pour
observer ce matériel, les sections perpendiculaires au substrat sont
préférables.
A ce point de vue, nos observations sont en accord avec celles de
Haudenschild and al. (1975).

. l'aspect des corps de Weibel-Palade qui semble un peu différent
de celui des cellules endothéliales du cordon ombilical humain.
La structure tubulaire de ces granules paralt moins nette dans le cas
des cellules endothéliales bovines.

. la présence d'un appareil de Golgi important dans certaines cellules.
Nous pensons qu'il pourrait s'agir de cellules avec un métabolisme
important peut-8tre en relation avec la synthése de nombreux corps de
Weibel-Palade.




43.

. la présence de vacuoles claires et de vacuoles contenant un
matériel peu dense aux électrons.
Leur existence est mentionnée par de nombreux auteurs (Haudenschild
and al. , 1975; Schwartz and al. , 1978) qui signalent leur aug-
mentation lors du vieillissement des cultures. Ces vacuoles
apparaissent surtout quand les cellules approchent de la confluence.
Duthu and Smith (1980) les ont observées dans leurs cultures de

cellules endothéliales bovines.

Ils obtiennent des résultats négatifs lors des tests d'0il Red O
(mise en évidence des lipides) et de bleu d'Alcian (mise en évidence
des muccopolysaccharides) sur ces vacuoles.

Ils montrent l'incorporation de matériel fluorescent dans ces
vacuoles et donc leur origine dans les vésicules de pinocytose.

Pour expliguer leur apparition, nous émettons deux hypothéses :

. soit une mauvaise osmolarité du milieu. Cependant toutes les cellules
ne contiennent pas ces vacuoles. Il faut alors envisager une réaction
différente au milieu des cellules selon leur état; par exemple les
cellules en croissance (division, synthéses...) opposées aux cellules
dont la croissance est stoppée par 1l'inhibition de contact.

Ces dernieres contiendraient les vacuoles.

. soit une mauvaise homéostasie de la cellule qui vieillit et ne
maintient pas la perméabilité de sa membrane plasmigue.

Evolution gualitative des cultures

Nous conservons des populations homogénes de cellules endothéliales
bovines en culture pendant deux mois (7 repiquéges) sans changement
évident dans la morphologie cellulaire et les caractéristiques de
croissance. Néanmoins, ces cultures peuvent étre maintenues pendant
plusieurs mois; 12 a 14 mois selon Booyse and al. (1975).
Les données de la littérature indiquent une variabilité considérable
en ce qui concerne la prolifération et la durée de vie des cellules
endothéliales en culture. Mais ceci dépasse l'objet de notre étude. |
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Nous observons quelques grandes cellules dans nos cultures de
cellules endothéliales. Fryer (1966) les a observées dans des cultures
de cellules endothéliales humaines mais il les prenait pour des
macrophages. Leur présence est décrite par Haudenschild and al. (1975).
Elles ne possédent pas les corps de Weibel - Palade mais contiennent
tous les autres organites contenus dans les cellules endothéliales.
Nous pouvons affirmer que ce ne sont pas des cellules musculaires lisses
puisqu'elles sont positives lors de la mise en évidence du facteur VIII
en immunofluorescence.

Il pourrait s'agir d'une sous-population de cellules plus grandes
qui s'accroit avec le temps. Repin and al. (1984) signalent la présence
de cellules endothéliales géantes dans l'aorte humaine.

Elles représentent de 25 a 41 % de la population cellulaire totale
d'une aorte adulte. Ces cellules constitueraient une sous-population de
cellules endothéliales sénescentes.

La relation entre l'augmentation de la taille des cellules et le
vieillissement en culture est bien connue.

Rosen and al. (1981) décrivent 1l'augmentation de la surface et du
volume cellulaire dans des clones de cellules endothéliales &gées
provenant de l'aorte bovine foetale.

Ces cellules conservent la capacité d'expression de l'antigéne du
facteur VIII. Cette augmentation de taille est en corrélation avec la
diminution du taux de réplication.

Ces changements observés dans les cellules plus dgées peuvent contribuer
a la genése de l'athérosclérose.

Nous pensons gue les guelques grandes cellules observées dans nos
cultures peuvent provenir d'une sous-population de cellules plus
grandes de l'aorte. L'aorte est prélevée sur des bovins de 18 mois
a 3 ans environ. Par contre, ces cellules peuvent avoir subi des alté-
rations par exemple l'apparition d'une formule chromosomique anormale
ou bien la perte de la propriété d'inhibition de croissance par les
contacts entre les cellules voisines.




Nous signalons la présence de cellules avec des vésicules sombres

visualisées en microscopie a contraste de phase.
Nous excluons la possibilité qu'il s'agisse de cellules sanguines
puisqu'elles apparalssent également aprés les repiquages.
Nous pensons a l'existence de cellules contenant de nombreuses vésicules
lipidiques comme le montre la coloration 0Oil Red O.

| Un bleu de Trypan aurait pl nous renseigner sur leur viabilité.

| Cependant, nous ne sommes pas en mesure d'expliquer leur apparition et

| la raison de l'accumulation de vésicules lipides dans ces quelgues

r

cellules.
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C. Influence du facteur de croissance

1. Préparation du facteur de croissance

Nous utilisons quatre cerveaux de boeuf d'un poids égal a 1 Kg.
Apres les étapes d'homogénéisation et de précipitation-centrifuga-
tion (cf. technique de préparation), le culot final en suspension
dans H,0 est dialysé puis lyophilisé.

Nous récoltons 1.463 g de protéines lyophilisées. Ces protéines en
solution dans un tampon phosphate de Na sont déposées sur une
colonne CM Séphadex C 50.

L'élution se fait en augmentant la force ionique grace a un gradient
en NaCl.

Nous obtenons deux pics, un aprés 0.15 M NaCl et l'autre apres

1.0 M NaCl.

tampon phosphate de Na 0.1M pH6
< tampon phosphate de Na 0.1M pHG

o -
:
A
& z
P -
Absorbance + -
(280 nm)
]
2.0 g A—-T— -1--
1.0
4 20 24 32 56 60 Tubes

Fig. a : Profil d'élution de la colonne CM Séphadex C 50.
Tubes 1 =31 : 9 ml / tube
32 == fin :.6.5 ml / tube
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Le contenu des tubes 56 - 59 (second pic) est dialysé contre H,0
puis lyophilisé. Les protéines lyophilisées, en solution dans le
tampon carbonate d'ammonium, sont déposées sur une colonne Séphadex
G 100. La figure b représente le profil d'élution de cette colonne.
Nous le divisons en quatre pics principaux.
= tubes 35 == 33
: tubes 40 — 54
¢ tubes 55 — 66

D ¢ tubes 67 — 91
Le contenu des tubes est rassemblé et les quatre fractions sont

O m B

dialysées.
Nous obtenons apres lyophilisation.

Fraction mg_protéines

33

Ces protéines sont stockées au congélateur.




Absorbance
(280nm)

0.2 |

0.1

Fig. b : Profil d'élution de la colonne Séphadex G 100 (2.1 ml / tube)
]
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Afin de rechercher des similitudes avec les résultats décrits
dans la littérature, il convient d'estimer le poids moléculaire des
différentes protéines de ce facteur.

culaire.
La figure c donne la droite d'étalonnage de la colonne Séphadex G 100.
Nous pouvons subdiviser le profil d'élution de cette colonne en 11
sommets. (fig. b)

KAV log PM PM
A I 0.032 5.12 130850
B II 0.098 5.03 107150
III 0.147 4,97 93300
Iv D229 4.85 70790
Vv 0:295 4.77 58890
G VI Q328 '~ 4,72 52480
VII Q.377 4,66 45700
D VIII | 0.607 4.36 22900
IX 0.722 4.20 15840
X 0.772 4.14 13800
XI 0.821 4,07 11750




O 0O » -+

SDS polyacrylamide. (Fig. 50)

La figure d donne la droite d'étalonnage.

Nous ne disposions plus,au moment de la réalisation de cette

électrophorése,des protéines de la fraction B.

50.

Vc/vf PM
A 2 bandes 0::195 140485
0.398 80423
C 2 bandes 0.682 37134
0773 28989 bande principale
D 4 bandes 0.670 38367
0.898 20631
0.943 18253
1.079 12642 bande principale
£ c b
-
: étalonnage g %
: fraction A g %
: fraction C § :
: fraction D -
-




0.5 L

Ve, /Vf

0.5

cytechrome C

JI

Fig. c : Etalonnage de la colonne Séphadex G 100

/.
4

de SDS polyacrylamide

*
lysozyme
inhibiteur

trypsine

anhydrase
carbonique

phospherylase

Fig. d : Etalonnage de 1'électrophorese sur gel

log PM
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2. Effet du facteur de croissance

a. Effet de la fraction

1° Microscopie _en contraste de phase

Aprés avoir isolé le facteur de croissance, nous comparons l'action
des fractions A, B, C et D sur les cellules endothéliales bovines en
premiére culture, apres un premier et un second repiquage.

La concentration en facteur est de 5 ug / ml de milieu.

Nous disposons approximativement 2 10% cellules par boite.

Les tableaux IV, V et VI reprennent les observations faites lors de la
confluence. Les caractéristiques observées en cours de croissance étant
similaires a celles décrites précédemment, elles ne figurent plus dans

ce paragraphe.

Confluence Forme des Aspect général de
cellules la boite
Fraction A. 12 jours petites monocouche homogene
polygonales
Fraction B. 12 jours petites monocouche homogene
polygonales
Fraction C. 12 jours petites monocouche avec des
polygonales faisceaux de cellules
fusiformes fusiformes
Fraction D. 12 jours polygonales monocouche avec des
fusiformes faisceaux de cellules
fusiformes
Témoin 12 jours polygonales monocouche homogene

Tableau IV :
les cellules

Comparaison de l'action des fractions A, B, C, D sur

endothéliales en premiére culture.
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Fraction

Fraction

Fraction

Fraction

Témoin

Confluence Forme des Aspect général de
cellules la boite
11 jours petites monocouche homogene
polygonales
11 jours polygonales monocouche homogene
avec 1-2 zones cellules
en fuseau
11 jours polygonales monocouche peu homogene
fusiformes tourbillons de cellules
en fuseau
11 jours polygonales monocouche homogene
11 jours polygonales monocouche avec faisceaux
fusiformes cellules fusiformes

Tableau V :
les cellules endothéliales aprés un repiguage.

Comparaison de l'action des fractions A, B, C, D sur

Fraction

Fraction

Fraction

Fraction

Témoin

Confluence Forme des Aspect général de
cellules la boite
13 jours polygonales monocouche homogene
13 jours petites monocouche homogeéne
polygonales avec faisceaux de
cellules allongées
13 jours polygonales monocouche peu homogene,
cellules avec beaucoup de tourbillons
prolongements de cellules fusiformes
13 jours polygonales monocouche homogene
fusiformes avec faisceaux de
cellules en fuseau
14 jours polygonales monocouche assez homogene
fusiformes avec faisceaux de

cellules fusiformes

Tableau VI :

Comparaison de l'action des fractions A, B, C, D sur

les cellules endothéliales aprés deux repiguages.
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Les figures 51 a 55 montrent une zone de la monocouche endothéliale
de cultures sans facteur de croissance (fig. 51) et avec les fractions
A, B, C et D de ce facteur (fig. 52, 53, 54, 55).

Les cellules des différentes bolites se ressemblent, le facteur addition-
né au milieu de culture ne semble pas modifier la morphologie
cellulaire.

Apres deux repiquages, nous remarquons la présence de plusieurs
grandes cellules dans les boltes contenant du facteur de croissance et
dans les bolites témoins. Elles sont situées principalement en périphé-
rie des colonies. Elles possedent 1 ou 2 noyaux; le cytoplasme, homoge-
ne en périphérie, contient des vésicules claires dans la région péri- |
nucléaire.
De telles vésicules existent également dans le cytoplasme de certaines
cellules polygonales. Cependant, le facteur de croissance ne semble
avoir aucune influence sur leur fréquence.

La densité cellulaire des boites additionnées de facteur de crois-
sance nous apparalt supérieure a celle des boltes sans facteur.
La densité estimée par comptage en chambre de Burker aprés un repiguage
est de 3.5 & 5.4 10° cellules / cm?.




Planche XXV

Fig. 51 Monocouche confluente de cellules endothéliales en premiere

culture (12 jours).
Contraste de phase X 660.

Fig. 52 Monocouche confluente de cellules endothéliales en premiére

culture, avec la fraction A du facteur de croissance (12 jours).

Contraste de phase X 660.

Fig. 53 Monocouche confluente de cellules endothéliales en premiere

culture, avec la fraction B du facteur de croissance (12 jours).

Contraste de phase X 660.







Planche XXVI

Fig. 54 Monocouche confluente de cellules endothéliales en premiére
culture, avec la fraction C du facteur de croissance (12 jours).
Contraste de phase x 660.

Fig. 55 Monocouche confluente de cellules endothéliales en premieére
culture, avec la fraction D du facteur de croissance (12 jours).
Contraste de phase x 660.
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Nous étudions en microscopie électronique l'effet des fractions
A, B, C, D du facteur de croissance sur deux séries de cellules
endothéliales en premiére culture dans le but de déceler certaines
modifications ultrastructurales en rapport avec son addition.
L'observation des cellules traitées avec chague fraction permet de
les assimiler a celles décrites dans le paragraphe III B 2.
(fig. 56 et 57).
Aucune corrélation n'a pu étre établie entre l'addition du facteur
de croissance et la représentation des corps de Weibel - Palade.
Par contre, nous observons des cellules gui présentent certaines
modifications des organites cytoplasmigues. Ces variations concernent
1'abondance du réticulum endoplasmigue rugueux (fig. 58, 59 et 60),
1'étendue de 1l'appareil de Golgi : dictyosomes avec des saccules
longs et peu dilatés (fig. 61, 62, 63 et 64) et le cytosquelette :
augmentation des microfilaments intermédiaires (fig. 65, 66, 67 et
68). Le tableau VII donne une idée des variations observées dans ces

cellules.

Mitochondries RER Dictyosomes Vacuoles Cytosquelette
Fraction A N ++ + N—+ 4+
Fraction B N ++ N—+ N F++
Fraction C N = + N—+ + N FH++
Fraction D N = + N N+ N Fk

Tableau VII : Variations dans l'ultrastructure de cellules endo-
théliales en culture avec le facteur de croissance.

(N : comparable aux cellules endothéliales déja décrites).
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Fig. 56 Coupe dans une cellule endothéliale provenant d'une premiére
culture, sans facteur de croissance (témoin).
N : noyau.
M : mitochondrie.
G : dictyosome de l'appareil de Golgi.
mt : microtubule.

Fig. 57 Coupe dans une cellule endothéliale provenant d'une premiére
culture, sans facteur de croissance (témoin).
N : noyau.
M : mitochondrie.
VA : vacuole d'autophagie.
fi : microfilament intermédiaire.
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Fige 58

Fig. 59

Fige .60

Reticulum endoplasmique rugueux (RER) abondant dans une cellule
endothéliale provenant d'une premiere culture, avec la fraction
A du facteur de croissance.

Remarquer la présence de vacuoles contenant du matériel peu
dense aux électrons (vd) et un amas de microfilaments inter-
médiaires (fi).

N : noyau.

M : mitochondrie.

Reticulum endoplasmique rugueux (RER) abondant dans une cellule
endothéliale provenant d'une premiére culture, avec la fraction
B du facteur de croissance.

N : noyau.

Va : vacuole d'autophagie.

Reticulum endoplasmique rugueux (RER) dans une cellule endo-
théliale provenant d'une premiére culture, avec la fraction C

du facteur de croissance.

Remarquer la présence d'un amas de microfilaments intermédiaires (fi)
N ¢ noyau.

G : dictyosome de 1l'appareil de Golgi.

Vd : vacuole de matériel peu dense aux électrons.
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Planche XXIX

Fig. 61 Dictyosomes de l'appareil de Golgi (G) dans une cellule endo-
théliale provenant d'une premiére culture, avec la fraction
A du facteur de croissance.
Les saccules sont assez longs et peu dilatés.
N : noyau.

Fig. 62 Dictyosome de l'appareil de Golgi (G) dans une cellule endo-
théliale provenant d'une premiére culture, avec la fraction
B du facteur de croissance.
M : mitochondrie.
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Fig. 63 Dictyosomes de l'appareil de Golgi (G) dans une cellule endo-
théliale provenant d'une premiere culture, avec la fraction
C du facteur de croissance.
Les saccules sont allongés et peu dilatés.
N : noyau.

Fig. 64 Dictyosomes de l'appareil de Golgi (G) dans une cellule endo-
théliale provenant d'une premiére culture, avec la fraction
D du facteur de croissance.
Les saccules sont assez longs et peu dilatés. La fleche indique
le réticulum endoplasmique rugueux.
N : noyau.
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Fig. 65 Portion du cytoplasme d'une cellule endothéliale provenant
"~ d'une premiére culture, avec la fraction A du facteur de
croissance.
Remarquer l'abondance de microfilaments fins (mf) en bordure,
la présence de microtubules (mt) et de microfilaments
intermédiaires (fi).

La fléche indique un corps de Weibel - Palade.

Fig. 66 Microfilaments intermédiaires (fi) dispersés dans le cytoplasme
d'une cellule endothéliale provenant d'une premiére culture,
avec la fraction B du facteur de croissance.
mt : microtubule.
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Fig. 67 Microfilaments intermédiaires nombreux (fi) et microtubules (mt)
dans le cytoplasme d'une cellule endothéliale en premiere
culture, avec la fraction C du facteur de croissance.

La fléche indique un corps de Weibel - Palade.

Fig. 68 Microfilaments intermédiaires (fi) dans le cytoplasme d'une
cellule endothéliale en premiere culture, avec la fraction D
du facteur de croissance.

N : noyau.
vd : vacuole contenant du matériel peu dense aux électrons.
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b. Effet de la dose

1° Microscopie en contraste de phase

Apres l'étude de l'effet des quatre fractions du facteur de
croissance sur les cellules endothéliales de 1l'aorte bovine, il nous
paralt intéressant d'observer leur réponse a des doses croissantes
en chague fraction. Le choix des concentrations de 5, 10 et 50 ug/ml
est arbitraire.

Cette expérience est réalisée sur des cellules en culture depuis

34 jours (3 repiquages) en présence de facteur de croissance a raison
de 5 ug / ml de la fraction considérée.

Nous reprenons des critéres d'observation identiques a ceux utilisés
lors de 1'étude de 1l'effet de la fraction.

Les caractéristigques de croissance sont également similaires a celles
décrites précédemment.

Les observations sont présentées dans les tableaux VIII, IX, X et XI.

Confluence Forme des Aspect général
cellules de la boite
Fraction A.
5 pg/ml 10 jours petites monocouche homogene
polygonales
10 pg/ml 10 jours petites monocouche assez
polygonales homogene
fusiformes
50 pg/ml 10 jours polygonales monocouche peu homogeéne
cellules tres avec zones cellules
allongées avec prolongements
Témoin 12 jours polygonales monocouche assez
fusiformes homogene

Tableau VIII : Effet de concentrations croissantes en fraction A
sur les cellules endothéliales aprés 3 repiquages.
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Fraction B.

5 ug/ml
10 pg/ml

50 pg/ml

Témoin

Confluence Forme des Aspect général
cellules de la boite
8 jours polygonales monocouche trés homogéne
8 jours polygonales monocouche homogéne avec
cellules plus zones en faisceaux
allongées
8 jours polygonales monocouche peu homogene
fusiformes présence de faisceaux
de cellules allongées
10 jours petites monocouche homogene
polygonales

Tableau IX :

Effet de concentrations croissantes en fraction B

sur les cellules endothéliales apres 3 repiquages.

Confluence Forme des Aspect général
cellules de la boite
Fraction C.
5 ug/ml 8 jours petites monocouche trés homogene
polygonales
10 pg/ml 8 jours polygonales monocouche homogene
50 pg/ml 8 jours petites monocouche assez
polygonales homogene
fusiformes
Témoin 8 jours polygonales monocouche homogene
Tableau X : Etude de concentrations croissantes en fraction C

sur les cellules endothéliales apres 3 repiquages.
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Confluence Forme des Aspect général
cellules de la boite
Fraction D.
5 pg/ml 8 jours polygonales monocouche peu homogéne
fusiformes
10 pg/ml 8 Jjours polygonales monocouche peu homogéne
fusiformes
50 pg/ml 8 jours polygonales monocouche peu homogene
fusiformes
Témoin 8 jours polygonales monocouche homogene

Tableau XI : Etude de concentrations croissantes en fraction D
sur les cellules endothéliales aprés 3 repiquages.

Remarque
Dans toutes les poites de cette expérience, nous devons signaler la
présence de grandes cellules semblables a celles observées précédemment.
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2° Microscopie €lectronigue 3 transmission

Les observations en microscopie électronique des cellules mises
en culture avec des doses variables de chaque fraction du facteur
de croissance ne nous apportent aucune information supplémentaire
sur son action.
Pour toutes les fractions, avec les concentrations de 5, 10 et 50 ug/ml
de milieu, les cellules peuvent étre décrites de maniére identique.
Nous observons - des cellules endothéliales normales.

(voir paragraphe III B 2).

- des cellules endothéliales allongées, un peu plus
grandes avec la méme composition en organites mais contenant un nombre
plus important de vacuoles.

- des cellules endothéliales polygonales (ou ovales)
avec un réticulum endoplasmique rugueux développé, des dictyosomes
allongés et assez plats, des mitochondries en quantité normale, des
microtubules et des microfilaments intermédiaires en assez grand nombre.
Elles contiennent peu de vésicules claires.

Remargue : les cultures en présence de 50 ug / ml des fractions B et
C contiennent une proportion importante de cellules caractérisées par
un noyau treés pdle montrant un début de lyse, de nombreuses vacuoles
d'autophagie et des figures myélinigues (fig. 69, 70 et 71).

De telles cellules ne sont pas observées dans les témoins.
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Fig. 69 Vacuoles contenant des débris peu denses aux électrons (vd)

Fig. 70

- i

dans une cellule endothéliale provenant d'une culture en
présence de 50 ug / ml de la fraction B du facteur de croissance
(troisiéme repiquage). |
Noter la dégradation d'une mitochondrie (téte de fleche).

M : mitochondrie.

Nombreuses vacuoles d'autophagie (Va) dans une cellule endo-
théliale provenant d'une culture en présence de 50 pg / ml de
la fraction B du facteur de croissance (troisiéme repiquage).
M : mitochondrie.

Figures myélinigues (Fm) dans les vacuoles d'autophagie (Va)
d'une cellule endothéliale provenant d'une culture en présence
de 50 pyg / ml de la fraction C du facteur de croissance
(troisieme repiquage).
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3. Discussion

Le facteur de croissance préparé a partir du cerveau bovin
semble stimuler la croissance des cellules endothéliales bovines
en culture et permettre l'accroissement de la densité cellulaire
a confluence.
Nos observations confirment celles de Gordon and al. (1983) sur
les cellules endothéliales humaines.

Les observations en microscopie a contraste de phase montrent
une réponse similaire des cellules aux diverses fractions du facteur
protéigue en ce qui concerne la croissance et la densité cellulaire.

Cependant, nous remarquons que les fractions A et B favorisent un
maintien plus strict de la monocouche endothéliale.

Les résultats concordent pour les cellules provenant de premieres
cultures et apres 1 et 2 repiquages.

Les études effectuées en microscopie électronique a transmission
montrent peu de variations au niveau de l'ultrastructure des cellules
provenant de cultures en présence du facteur de croissance.

Cependant, nous notons, principalement avec les fractions A et B,

une proportion plus grandes de cellules contenant un réticulum endo-
plasmique rugueux développé, des dictyosomes étendus et un plus grand
nombre d'éléments du cytosquelette.

Ces caractéristiques pourraient &tre mises en relation avec un accrois-
sement des synthéses protéigues et du métabolisme des cellules qui
regoivent le facteur protéigue stimulant.

L'utilisation de concentrations différentes pour chaque fraction
ne permet pas de compléter nos observations. Les cellules endothéliales
conservent un modéle de croissance régulier préférentiellement avec
les fractions A et B pour des doses de 5, 10 et 50 pg / ml.

Dans les dernieres expériences, nous constatons une diminution
de 1l'activité du facteur de croissance due au fait que nos milieux de
culture sont décongelés lors de chaque changement.
Ceci est en accord avec les résultats de Gordon and al. (1983); ils
ont observé une décroissance de l'activité du facteur de croissance

d'environ 50 % aprés plusieurs cycles de congélation - décongélation.




En référence aux poids moléculaires donnés dans la littérature
(Maciag and al. , 1981), nous situons l'activité de 1'"endothelial
cell growth factor" dans la fraction B. Mais les autres fractions
agissent aussi sur nos cultures.

Pour expliquer ce fait, nous émettons trois suggestions:

1° la présence du facteur protéique dans les quatre fractions -
mais préférentiellement dans la fraction B - due a 1l'incompléete
purification.

2° la présence sur les cellules endothéliales de récepteurs
différents pour plusieurs protéines du facteur de croissance.

3° 1'action du facteur de croissance sur des récepteurs peu
spécifiques des cellules endothéliales.

Heldin and Westermak (1984) proposent un mécanisme d'action des
facteurs de croissance : il consiste en une fixation sur des
récepteurs entrainant la production d'un systeme messager intra-
cellulaire qui conduit a 1l'initiation de la synthése du DNA et a la
division cellulaire.

Les caractéristiques de ces interactions ne sont pas encore élucidées.
D'autre part, Connolly and al. (1984) remargquent que l'addition d'un
facteur de croissance favorise la formation des "coated pits", sites
récepteurs dans 1'incorporation d'hormones peptidigques et autres
macromolécules.
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IV. CONCLUSIONS

Notre but premier en commengant ce travail était la mise en
culture et la caractérisation des cellules endothéliales de l'aorte
bovine. Nous avons réussi, en modifiant légerement les techniques
décrites dans la littérature, a obtenir des cultures de cellules
endothéliales typiques, susceptibles d'étre repiquées et de conserver
leur phénotype caractéristigue pendant un certain temps.

La mise en évidence de l'antigene du facteur VIII en immunofluores-
cence est une méthode slre et reproductible d'identification de ces
cellules.

L'étude de l'ultrastructure nous parait aussi trés importante a
réaliser pour suivre les modifications des organites intracellulaires.
Nous gardons a ce sujet un point d'interrogation concernant les
appareils de Golgi hyperdéveloppés observés a plusieurs reprises.

I1 est évident gque nous ne pouvons tirer aucune conclusion ferme
des expériences concernant 1'influence du facteur de croissance.
Elles doivent étre considérées tout au plus comme une indication de
la non-toxicité du facteur isolé pour les cellules endothéliales
aortiques bovines.

Par ailleurs, aucune des données concernant la densité des cellules
n'est rigoureusement quantitative comme nous 1l'avons signalé des

le départ. Il serait intéressant de les confirmer en les répétant d'une
part et d'autre part en essayant de comparer l'effet du substrat et
celui du facteur de croissance isolément ou en combinaison.

Un des principaux effets de 1'"endothelial cell growth factor"
semble étre sa capacité de prolonger la durée de vie in vitro des
cellules endothéliales humaines (Maciag and al. , 1982).

I1 pourrait donc se révéler trés important dans 1'étude du
vieillissement des cellules endothéliales. De plus, en présence de
ECGF, il semble que les besoins en sérum des cellules endothéliales
humaines en croissance soient diminués, ce qui représente un autre
avantage puisque ces besoins sont de l'ordre de 20 a 30 %.
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Dans le cadre de la recherche du laboratoire, 1'intérét de la
mise en culture des cellules endothéliales de 1l'aorte bovine
parallelement a celle des cellules endothéliales ombilicales
humaines sous semble évident.

La veine ombilicale humaine représente un tissu trophoblastigue
extrafoetal qui est programmé avec son placenta pour une durée de
vie fonctionnelle normale d'environ neuf mois.

I1 nous paraissait donc nécessaire d'avoir la possibilité de vérifier
les résultats obtenus avec ce type de cellules endothéliales par des
contr8les réalisés sur un autre type de cellule endothéliale, &
potentiel réplicatif plus élevé a savoir les cellules endothéliales
aortiques bovines.

Les affections du systéme artériel - fréquentes et d'une grande
importance clinique dans l'espéce humaine - sont rares et sans
conséquence clinique connue chez les bovins.

L'absence d'athérogenese chez ces animaux désigne les cultures de
cellules endothéliales bovines comme contrd8les vis-a-vis des cultures
de cellules endothéliales humaines.

I1 sera intéressant de comparer in vitro les réponses des cellules
endothéliales humaines et bovines a certaines substances présentes

in vivo dans les conditions normales et pathologiques.
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ANNEXE

Stress fibers

Les stress fibers sont représentées par des faisceaux de filaments
d'actine et de protéines associées.

Franke (1984) provogue l'apparition de fibres de stress dans des
cellules endothéliales humaines en culture en soumettant ces dernieres
a des forces de cisaillement. Il montre que ces fibres contiennent de
l'actine, elles sont visualisées par des marqueurs fluorescents.

Leur rGle serait de protéger les cellules contre les dommages hydro-
dynamiques, et de ce fait la paroi vasculaire contre certains stimuli
pathologiques - par exemple ceux qui interviennent dans 1l'initiation
de l'athérosclérose.

En microscopie a contraste de phase, nous remarquons la présence de
ces fibres dans les cellules endothéliales de nos préparations
d'immunofluorescence.

Les cellules de lames manipulées selon cette technique mais sans ajouter
les anticorps montrent les mémes images.

Ne disposant pas d'anticorps anti-actine, nous ne pouvons affirmer
qu'il s'agit bien de fibres de stress, mais leur disposition caracté-
ristique nous paralt suffisante pour le supposer fortement.

Elles sont observées sans marquage particulier dans les cellules des
zones ou le milieu de montage s'est retiré (fig. 72 et 73).

Ces fibres sont plus nombreuses dans la périphérie du cytoplasme, elles
parcourent l'entiereté de la cellule (fig. 74 et 75).

Elles sont présentes dans les cellules de toutes tailles.

Leur observation résulte soit de la rétraction des cellules lors de
1'assechement, soit d'une différence d'indice de réfraction entre les
zones asséchées et les zones recouvertes de liguide.

Le contraste de phase pour l'examen des fibres de stress est une
technique plus aisée que celles des margquages par immunofluorescence.
C'est dans cet intérét qu'il nous est paru intéressant de citer ces
observations.
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Fig. 72

Flg. 73

Monocouche de cellules endothéliales.

A gauche : zone asséchée.

A droite : zone recouverte de liquide.

Noter l'aspect des cellules situées dans ces zones.
Contraste de phase x 600.

Cellules endothéliales situées dans une zone asséchée du
couvre-ob jet.

Noter la présence de fibres en périphérie des cellules de
taille normale et dans les cellules plus grandes.
Contraste de phase x 600.
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Fig. 74 Fibres de stress dans des cellules endothéliales. Le liquide
de montage subsiste au niveau de la région nucléaire des
cellules.

Noter l'orientation des fibres.
Contraste de phase %7705

Fig. 75 Fibres de stress dans des cellules endothéliales (idem fig. 74).
Noter la bordure cellulaire découpée au niveau des points de
contact de la cellule avec son substrat.

Contraste de phase X 1230,
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