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les CEMCH fœtales et les CGH fœtales d’un modèle in vitro humain de BHE  exposé à ET-1  
durant 24 heures  (100 nM, 10 nM et 1 nM).      Page 83 
 
Figure 37 : Effet d’ET-1 sur l’activité de la Pgp des BHE de cellules fœtales.  
Flux de A vers B et B vers A.        Page 84 
 
Figure 38 : Effet d’ET-1 sur l’activité de la Pgp des BHE de cellules fœtales. Ratios Q.  Page 85 
 
Figure 39 : Expression de la Pgp totale (membranaire et intracellulaire), observée  
en cytométrie de flux, dans les CEMCH adultes d’un modèle in vitro humain de BHE   
exposé à ET-1 durant 24 heures.        Page 86 
 
Figure 40 : Expression de la Pgp membranaire, observée en cytométrie de flux, dans les  
CEMCH adultes d’un modèle in vitro humain de BHE exposé à ET-1  
durant 24 heures (100 nM et 10 nM).        Page 87 
 
Figure 41 : Evaluation de l’activité de la Pgp sur les CEMCH adultes d’un modèle in vitro  
de BHE, via le passage de son substrat spécifique, la digoxine.     Page 88 
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Figure 42 : Expression  protéique totale de la MRP1 et de la BCRP (ou ABCG2) visualisée  
en cytométrie de flux sur des cellules gliales humaines adultes  
exposées 24 heures à 100 nM d‘ ET-1.        Page 89 
 
Figure 43 : Expression  protéique totale de la Pgp  visualisée en cytométrie de flux  
sur des cellules gliales humaines adultes exposées 24 heures à différentes  
concentrations d’ET-1 (100 nM, 10 nM et 1 nM).       Page 90 
 
Figure 44 : Effet d’ET-1 sur l’activité de la Pgp des BHE humaines adultes in vitro  
en présence d’antagonistes aux récepteurs.        Page 91 
 
Figure 45 : Modulation de la concentration de MCP-1 secrété dans le compartiment basal  
d’un modèle in vitro humain adulte de BHE exposé à ET-1.      Page 92 
 
Figure 46 : Effet des antagonistes aux récepteurs ETA et ETB sur la modulation de la sécrétion  
de MCP-1 dans le compartiment basal de BHE in vitro humaines adultes exposées à ET-1.  Page 93 
 
Figure 47 : Effet des antagonistes aux récepteurs ETA et ETB sur la modulation de la sécrétion  
de MCP-1 dans le compartiment apical de BHE in vitro humaines adultes exposées à ET-1.  Page 94 
 
Figure 48 : Modulation de la concentration de d’IL-8 sécrétée dans le compartiment apical ou  
basal d’un modèle in vitro humain adulte de BHE exposé à ET-1.     Page 95 
 
Figure 49 : Modulation de la concentration d’IL-6 secrétée dans le compartiment apical ou  
basal d’un modèle in vitro humain adulte de BHE exposé à ET-1.     Page 96 
 
Figure 50 : Schématisation d’une hypothèse sur le rôle des récepteurs à l’ET-1 dans l’activité  
de la Pgp des CEMCH adultes d’un modèle in vitro de BHE.      Page 101 
 
Figure 51 : Schématisation de certaines hypothèses concernant le mode d’action de l’ET-1  
sur les cellules adultes humaines d’un modèle in vitro de BHE lors de l’induction  
de la sécrétion de MCP-1.         Page 105 
 
Figure 52 : L’ET-1, dans un modèle in vitro humain adulte de BHE, induit une diminution  
de l’activité de la Pgp principalement via ETB, induit une sécrétion de MCP1 via ETA et ETB  

(probablement avec un intermédiaire via ETA) et induit une sécrétion d’IL-8.   Page 109 
 
 
 
 
 
 
 
Tableau 1 : Liste du matériel utilisé pour les expériences.     Pages 71-72 
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I-  INTRODUCTION 
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La population mondiale vieillit accroissant le nombre de patients atteints de maladies 
neurologiques. Or, apporter sur le marché un nouveau médicament prend beaucoup de temps (une 
dizaine d’années) et requiert un investissement pécuniaire important.  
 
L’un des aspects limitants pour les thérapeutiques actuelles dans le domaine de la neurologie est 
le fonctionnement complexe du système nerveux central, de ses barrières comme la barrière 
hémato-encéphalique, et des nombreuses molécules impliquées dans les neuro-pathologies ou 
dans  l’accès des médicaments à cet organe (Alavijeh et al., 2005). 
 
Voici quelques unes des raisons qui nous ont poussés à chercher à approfondir nos connaissances 
sur le lien entre la barrière hémato-encéphalique du système nerveux central, la neuro-
inflammation jouant un rôle dans nombre de pathologies, les transporteurs limitant la pénétration 
des médicaments dans le cerveau, et l’endothéline 1, peptide qui nous semblait pouvoir y jouer un 
rôle central. Nous apporterons les informations scientifiques utiles sur ces différents composants 
et composés avant de présenter dans une deuxième partie  les résultats de nos travaux. Les 
données seront ensuite discutées d’une part d’un point de vue des mécanismes mis en jeu et 
d’autre part en les replaçant dans un contexte bibliographique. 
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I- A. Le système nerveux central (SNC) 
 
 
Le système nerveux central (SNC) est un organe sensible et un système suffisamment complexe et 
important pour que les cellules et neurones qu’il contient soient séparés du sang et du liquide 
céphalo-rachidien par des structures physico-chimiques qui maintiennent ainsi un environnement 
ionique stable indispensable à l’activité neuronale. Ces barrières permettent ainsi la régulation de 
l’équilibre ionique, facilitent le transport des nutriments, et limitent l’entrée de molécules 
potentiellement dangereuses (Kim et al., 2006). Il y a deux principales barrières au niveau du SNC 
(figure 1) : la barrière hémato-encéphalique (BHE) et le plexus choroïde et l’épithélium 
arachnoïde (Abbott, 2004) (voir la figure 1). La barrière hémato-encéphalique a une surface 
d’approximativement 20 m2, ce qui est similaire à la surface de la barrière hémato-liquidienne 
(entre le sang et le liquide céphalo-rachidien ou LCR). Cependant, la surface de cette dernière est 
en contact avec le LCR et non le sang, comme c’est le cas pour la BHE (de Boer et Gaillard, 
2007).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 1 : Le plexus arachnoïde, barrière entre le sang et le liquide céphalorachidien (blood-CSF), et la 
barrière hémato-encéphalique BHE (ou BBB en anglais). Extrait de (Strazielle et Ghersi-Egea, 2005). 

 
 
Différents types cellulaires composent le SNC. Les types cellulaires les plus importants en 
pourcentages sont les neurones et les cellules gliales (Nishiyama et al., 2005). Il y a plusieurs 
types de cellules gliales. La microglie a un rôle de défense du SNC, ces cellules étant considérées 
comme des macrophages résidents du SNC (Aloisi, 2001), tandis que les oligodendrocytes sont 
spécialisés dans la myélination. Les astrocytes ont un rôle trophique, métabolique et de soutien 
des neurones, mais ils peuvent aussi communiquer avec les cellules environnantes (neurones, 
vaisseaux sanguins, autres cellules gliales) en créant un réseau de communication, et sont des 
cellules excitables capables de libérer des glio-transmetteurs. Sous ce terme d’astrocyte se cache 
en réalité différentes classes cellulaires qu’il est pour l’instant difficile de différencier (Volterra et 
Meldolesi, 2005). 
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I-B. La barrière hémato-encéphalique (BHE) 
 
 
L’existence de la BHE a été révélée par Ehrlich en 1885, lorsqu’il décrivit que les tissus cérébraux 
n’étaient pas colorés lors de l’injection d’un colorant anilique dans la circulation sanguine 
systémique chez des rats. Puis des observations ont montré que certains composés étaient dénués 
d’activité pharmaceutique dans le cas d’une injection dans le sang d’animaux expérimentaux, 
mais produisaient des symptômes dramatiques lors d’injections dans le liquide céphalo-rachidien. 
Ces expériences suggéraient donc également la présence d’une barrière entre le sang et le cerveau 
(Bield et Kraus, 1898 ; Lewandowsky, 1900). Un  peu plus tard, une autre expérience démontra 
que du bleu de trypan injecté par voie sanguine colorait tous les tissus à l’exception du cerveau, de 
la moelle épinière et du liquide céphalorachidien, alors que, lorsque le colorant était injecté dans 
le liquide céphalo-rachidien, les tissus adjacents du système nerveux central se teintaient, 
impliquant l’existence d’une barrière au niveau des micro-vaisseaux cérébraux (Goldmann, 1909 ; 
Goldmann, 1913). Le terme de barrière hémato-encéphalique sera introduit en 1921 par Stern et 
Gaultier. 
 

 
 

Figure 2 : Le réseau micro-vasculaire du cerveau humain adulte. Extrait de (Zlokovic et Apuzzo, 1998). 
 
La BHE chez l’homme se forme à la fin du premier trimestre (Woollett, 2005). Cependant, il 
semble que ses propriétés définitives ne prennent place qu’à la fin de la période embryonnaire ou 
au début de la période post-natale (Rubin et Staddon, 1999).  
 
 
 
 

I-B. 1- La BHE : une succession de strates 
 
La BHE est composée principalement de cellules endothéliales, de pieds des prolongements 
astrocytaires, de la lame basale ou membrane basale et des péricytes (figure 3) (Ballabh et al., 
2004). 
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Figure 3: Coupe transversale d’un vaisseau cérébral. D’après (Hawkins et Davis, 2005; Zlokovic et Apuzzo, 
1998). 

 

• Les astrocytes 
 
Les astrocytes seraient capables de réguler l’excitabilité neuronale (Fellin et al., 2007), et seraient 
une source d’énergie pour le cerveau, via la dégradation du glycogène en lactate, lors d’un 
manque de glucose (Brown et Ransom, 2007). Ils interviendraient également dans la régulation du 
diamètre des vaisseaux cérébraux (Gordon et al., 2007) et participeraient à la dégradation de la 
matrice via l’activation des MMP (matrix metalloprotéinases) (Green et Friedland, 2007). De part 
leur forme et leur situation, étant à la fois proche des neurones et des cellules endothéliales, les 
astrocytes pourraient être un moyen de communication entre ces deux types cellulaires (Kim et 
al., 2006). 
Ils joueraient également un rôle dans l’immunité et l’inflammation, puisqu’ils peuvent reconnaître 
le non-soi, promouvoir le recrutement leucocytaire, et réguler la neuro-inflammation  (Farina et 
al., 2007). 
Les astrocytes conféreraient aux cellules endothéliales de la BHE leurs propriétés, ou 
participeraient à ce phénomène (Hawkins et Davis, 2005). Ils semblent en tout cas qu’ils 
permettent une régulation positive des propriétés de la BHE et notamment le renforcement des 
jonctions serrées (Abbott et al., 2006). Les cellules endothéliales, réciproquement, ont une 
influence sur la structure des astrocytes (Persidsky et al., 2006).  
Les astrocytes entourent, avec leurs prolongements, les cellules endothéliales et les péricytes 
(figure 4) (Kacem et al., 1998). 
 

                                                
Figure 4 : Immuno-marquage GFAP (glial fibrillary acidic protein) des astrocytes se trouvant autour d’un 

vaisseau sanguin cérébral. La barre blanche représente 50 µm. Extrait de (Kacem et al., 1998) 
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• Les péricytes 
 
On accorde aux péricytes un rôle proche des cellules astrocytaires. Ils apporteraient un soutien 
structurel aux cellules endothéliales cérébrales (Ballabh et al., 2004) et pourraient réguler le flux 
sanguin des capillaires (Bandopadhyay et al., 2001). Les péricytes, qui partagent avec les cellules 
endothéliales la membrane basale, sont capables d’induire des propriétés de la BHE sur des 
cellules endothéliales cérébrales en culture (Dohgu et al., 2005; Hayashi et al., 2004; Hori et al., 
2004). Récemment, une expérience chez le rat a montré sur un modèle in vitro de BHE que la 
monocouche de cellules cérébrales endothéliales avait une perméabilité plus faible lors d’une co-
culture à la fois avec des astrocytes et des péricytes que lors d’une coculture avec un seul de ces 
types cellulaires (Nakagawa et al., 2007).  
 
 

• Les cellules endothéliales 
 
Les cellules endothéliales de la BHE se distinguent de leurs homologues de la périphérie par un 
contenu mitochondrial accru (Oldendorf et al., 1977), l’absence de fenestrations (Fenstermacher et 
al., 1988), une activité pinocytotique minimale (endocytose non spécifique) (Sedlakova et al., 
1999), et la présence de jonctions serrées (Kniesel et Wolburg, 2000). Les péricytes sont fixés à la 
membrane abluminale de l’endothélium à intervalles irréguliers (Tagami et al., 1990). Les 
péricytes et les cellule endothéliales sont enfermés dans la lame basale, une membrane de 30 à 40 
nm d’épaisseur composée de collagène de type IV, de protéoglycanes héparines sulfates, de 
laminine, fibronectine et d’autres protéines matricielles extracellulaires (Farkas et Luiten, 2001). 
La lame basale est contiguë à la membrane plasmique des pieds des prolongements astrocytaires. 
Les astrocytes gainent le capillaire cérébral (Hawkins et Davis, 2005).  
 
La pénétration des molécules dans le SNC peut se faire au niveau de la BHE par un passage 
transcellulaire, c'est-à-dire au travers des cellules, ou paracellulaire, soit entre les cellules. Le 
passage transcellulaire correspond à différents mécanismes comme la diffusion passive de 
composés lypophiliques, l’utilisation de transporteurs spécialisés ou encore la transcytose. Le 
passage paracellulaire utilise le gradient de concentrations des ions et solutés. Au niveau de la 
BHE, le passage paracellulaire est quasiment complètement obstrué par la présence de jonctions 
serrées entre les cellules endothéliales, en apical des membranes (Petty et Lo, 2002). Ces 
jonctions sont donc un élément déterminant de la bonne ‘étanchéité’ de la BHE et ainsi de 
l’environnement adéquate pour le fonctionnement du SNC. 
 
 

• Les jonctions serrées 
 
Il existe plusieurs types de jonctions au niveau de la BHE, se formant entre deux cellules 
endothéliales adjacentes (figure 5). On trouve les jonctions adhérentes (JA) et les jonctions serrées 
(JS ou zonula occludens) et peut-être des jonctions gap. Ces dernières, si elles sont présentes, 
permettent la communication intercellulaire. En revanche, les JS et JA ont pour rôle de limiter la 
perméabilité de l’endothélium (Hawkins et Davis, 2005). 
 
Les JA sont constituées de protéines cadhérines membranaires qui se lient au cytosquelette 
d’actine via des molécules intermédiaires, les protéines caténines. Certains composants des JA 
(comme les caténines) peuvent interagir avec ceux des JS (comme ZO-1) (Ballabh et al., 2004). 
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Les JA forment une ceinture continue qui permet de maintenir des cellules voisines attachées et 
qui permet donc le maintien des jonctions serrées (Petty et Lo, 2002).  
 
Une jonction serrée est composée de protéines transmembranaires (occludines, claudines et JAM, 
junctional adhesion molecules) qui sont reliées au cytosquelette d’actine par les protéines 
d’ancrage/accessoires (ZO-1, ZO-2 et ZO-3) (Persidsky et al., 2006). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figure 5 : Représentation schématique d’une coupe de capillaire cérébral et des jonctions adhérentes et serrées 

présentes entre les cellules endothéliales. D’après (Kim et al., 2006). 
 
 
Les occludines confèrent aux tissus qui les contiennent une résistance électrique accrue 
(McCarthy et al., 1996). Les claudines semblent être les acteurs principaux de ces JS puisqu’elles 
induisent la formation de JS lorsqu’elles sont surexprimées, ce qui n’est pas le cas des occludines 
(Kubota et al., 1999). Les protéines accessoires sont déterminantes pour la stabilité et la fonction 
de l’ensemble (Hawkins et Davis, 2005). 
 
Au niveau des JS de l’endothélium cérébral on trouve majoritairement comme protéines la ZO-1, 
l’occludine et les claudines 3 et 5 (Wolburg et al., 2003). 
 
Les JS peuvent être modifiées par plusieurs facteurs, comme la concentration extracellulaire en 
calcium, la phosphorylation de certaines des protéines les constituant, ou des conditions 
pathologiques (Persidsky et al., 2006; Zlokovic et Apuzzo, 1998). 
 
 
 

I-B. 2- Les modes de passage pour traverser la BHE 
 
Il existe au sein de la BHE un passage passif des molécules, mais qui est souvent  contrecarré par 
un efflux actif des composés (Seelig, 2007). La diffusion passive dépend de la taille et des 
propriétés lipophiles des molécules. La BHE possède de nombreuses protéines de transport 
permettant de réguler le passage des molécules, que ce soient pour l’efflux des xénobiotiques, le 
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passage de molécules depuis le SNC vers le sang ou le passage depuis le sang vers le SNC 
(Ohtsuki et Terasaki, 2007).  
 
Le passage des molécules depuis le sang vers le SNC permet d’apporter à l’organe les nutriments 
et molécules essentielles à son fonctionnement, comme le glucose et les acides aminés (Hawkins 
et al., 2006; Simpson et al., 2007). Les transporteurs ABC (ATP Binding Cassette) vont eux 
limiter l’entrée des xénobiotiques (Dallas et al., 2006). D’autres transporteurs permettent 
d’éliminer les métabolites et toxines depuis le SNC vers le sang SNC (Ohtsuki et Terasaki, 2007). 
 
La transcytose permet également de faire passer des molécules de part et d’autre de la BHE via 
des vésicules. Il existe une transcytose via des récepteurs, à savoir que la molécule se lie à son 
récepteur membranaire spécifique ; ce dernier est alors modifié et induit une invagination de la 
membrane et une vésicule se forme par endocytose puis est conduite de l’autre côté de la BHE où 
se produit l’exocytose. La transcytose adsorptive est quasi similaire mais ne passe pas par un 
récepteur. La liaison se fait entre des substances poly-cationiques et les charges négatives de la 
membrane plasmique ou par la liaison de lectines extracellulaires (Bickel et al., 2001).  
 
Enfin, il existe un passage paracellulaire, notamment pour permettre aux cellules de l’immunité de 
pénétrer dans le SNC (Wong et al., 2007). Dans ce cadre, des molécules d’adhésion vont venir 
aider le processus que nous détaillerons davantage dans la partie neuro-inflammation.  
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 6 : Représentation schématique des différentes modes de passage possible pour un substrat endogène qui 
traverse la BHE. A- les petits substrats lipo-solubles traversent par disffusion passive au travers la membrane 

(mais ils peuvent être pris en charge par des transporteurs d’efflux) ; B- Les petites molécules endogènes comme 
les acides aminés, les nucléosides et le glucose, sont pris en charge par des protéines de transport pour 
traverser la BHE ; C- Des récepteurs lient des molécules endogènes plus larges, comme l’insuline et la 

transferrine, et leur font traverser la BHE par endocytose ; D- Les larges protéines plasmatiques endogènes 
comme l’albumine, traversent la BHE par endocytose adsorptive. D’après (Deeken et Loscher, 2007). 

 
 
Les JAM seraient impliquées dans le passage transendothélial (Del Maschio A. et al., 1999) de la 
BHE, comme dans le cas de la transmigration des monocytes et l’adhésion cellule-cellule qu’elle 
requiert (Ballabh et al., 2004).  
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I-B. 3- BHE et pathologies 
 

- La maladie d’Alzheimer 
 
La maladie d’Alzheimer est un désordre neuro-dégénératif qui se caractérise par un déclin cognitif 
progressif (perte de mémoire, d’orientation et de raisonnement) (Schindowski et al., 2008) et qui 
s’accompagne d’une dérégulation neurovasculaire (Girouard et Iadecola, 2006). Sur un plan 
histologique, au niveau cérébral, il y a accumulation de peptides amyloïdes β sous forme de 
plaques et de protéines Tau hyperphosphorylées sous forme de noeuds (Schindowski et al., 2008). 
La BHE a la capacité de produire et de dégrader les peptides β amyloïdes (Crossgrove et al., 
2007) et possède des transporteurs capables de prendre en charge ces peptides β amyloïdes. Une 
dérégulation de ces transporteurs contribuerait à l’accumulation des peptides amyloïdes β (Deane 
et Zlokovic, 2007). 
 

- Sclérose en plaques 
 
Dans cette maladie chronique, le SNC est envahit par des cellules T et des macrophages qui 
endommagent la gaine de myéline des axones, conduisant à une perte de fonction et à la mort 
neuronale (Lucas et al., 2006). Une modulation de la phosphorylation des occludines est observée 
dans plusieurs pathologies, notamment dans le modèle animal de la multiple sclerosis, où cette 
altération des JS induirait une augmentation de la perméabilité de la BHE (Morgan et al., 2007). 
 

- Hypoxie et ischémie 
 
L’ischémie cérébrale conduit à une dérégulation du flux sanguin qui induit une augmentation de la 
perméabilité de la BHE et est associée à une rapide déplétion en nutriments et oxygène (del Zoppo 
et Hallenbeck, 2000; Petty et Wettstein, 2001). Les jonctions serrées de la BHE auraient un rôle 
important (Hawkins et Davis, 2005). 
 

- Epilepsie 
 
Cette maladie est une affection neurologique pouvant se manifester par des convulsions, des 
pertes de conscience et des troubles visuels. Les crises épileptiques seraient associées à une 
rupture de la BHE (Oby et Janigro, 2006).  
 

- Tumeurs cérébrales 
 
La perméabilité vasculaire serait augmentée avec les tumeurs cérébrales et il y a une altération, 
dans le sens de la diminution, de l’expression des occludines et claudines des JS (Groothuis et al., 
1991; Liebner et al., 2000; Papadopoulos et al., 2001). 
 

- VIH (virus de l’immunodéficience humaine) 
 
Pour pénétrer dans le SNC, le virus peut, entre autre, utiliser les voies paracellulaires de passage 
de la BHE lorsque des leucocytes qu’il a infectés traversent la barrière (Nottet et al., 1996). Une 
fois dans le système nerveux central, le virus peut infecter des cellules cibles tels que la microglie 
et les macrophages, et des cellules dans lesquelles il restera dans un état de latence, sans 
production, comme les astrocytes (Brack-Werner, 1999). La BHE possédant des transporteurs 
d’efflux, l’entrée des médicaments dans le SNC est très limitée et confère à cet organe les 
propriétés d’un sanctuaire viral (de Boer et Gaillard, 2007).  
D’autre part, plus tard dans le cours de l’infection, il semble que la rupture de la BHE soit un 
facteur déterminant dans l’encéphalite associée au VIH (Dallasta et al., 1999). 
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- L’alcoolisme 

 
Les transports de la BHE sont impliqués dans l’alcoolisme, et seraient perturbés lors de 
l’addiction (Banks, 1999). 
 

- Neuro-inflammation 
 
Nous parlerons plus en détails de la neuro-inflammation dans le chapitre suivant. 
 
 
 
Ainsi, la BHE est un élément clé dans la protection du système nerveux central de par sa faible 
perméabilité et la présence de transporteurs, mais elle est également impliquée dans de 
nombreuses pathologies dont la neuro-inflammation. 
 
 
 

I-C. L’inflammation du système nerveux central 
 
 
L’inflammation du SNC se fait non seulement dans des conditions normales de défense contre un 
organisme extérieur, un agent infectieux ou un dommage des tissus, mais se retrouve également 
dans le cadre de désordres dégénératifs (accident vasculaire cérébral, épilepsie, sclérose en 
plaques, maladie des neurones moteurs, maladie d’Alzheimer), voire de maladies psychiatriques 
(dépression, anxiété et schizophrénie) (Lucas et al., 2006). 
 
Le SNC fut au départ envisagé comme un organe privilégié du système immunitaire dans le sens 
où l’on pensait à l’époque qu’il y avait une totale absence d’immuno-surveillance de cet organe, 
en raison des barrières physiques présentes (BHE et barrière épithéliale du liquide céphalo-
rachidien –LCR-).  Depuis, les scientifiques considèrent qu’il est davantage immuno-spécialisé. 
Les leucocytes sont capables de pénétrer le SNC sous certaines conditions (Engelhardt et 
Ransohoff, 2005). L’invasion leucocytaire du SNC est moins rapide que celle d’un autre organe 
en cas de réponse inflammatoire, cependant l’activation de la microglie et la libération de 
médiateurs inflammatoires est rapide (Lucas et al., 2006).  
 
Les cellules de la microglie sont  considérées comme les macrophages spécialisés du SNC. Elles 
sont capables de reconnaître le ‘non-soi’ dans la réponse immunitaire. Les astrocytes sont 
également important dans la réponse immunitaire. Ils reconnaissent aussi le ‘non-soi’ tels les 
agents infectieux. Lorsqu’ils sont activés, les astrocytes et la microglie participent à 
l’amplification de l’inflammation via notamment le recrutement leucocytaire (Farina et al., 2007). 
 
La voie d’entrée des leucocytes dans le SNC la plus étudiée est celle du passage au travers de la 
BHE (Man et al., 2007). Notre modèle d’étude étant la BHE, nous nous pencherons plus 
précisément sur l’inflammation au niveau de cette structure. 
 
La réponse inflammatoire commence par le recrutement du système immunitaire inné, puis de la 
réponse adaptative. La réponse innée fait intervenir les phagocytes, les cellules natural killer et les 
molécules médiant l’inflammation locale, tandis qu’au niveau des cellules résidentes du SNC elle 
implique la microglie et les astrocytes. La réponse adaptative implique les lymphocytes et les 
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immunoglobulines (Wyss-Coray et Mucke, 2002). Les leucocytes doivent donc pouvoir traverser 
la BHE afin d’entrer dans le SNC. 
 
Dans des conditions pathologiques, la microglie et les macrophages dérivés du sang sont activés 
par les dommages ou l’infection du SNC. Une fois activés, ils migrent sur le site infecté ou 
endommagé et libèrent des cytokines et facteurs trophiques ayant un effet protecteur ou délétère 
sur les cellules environnantes (Lucas et al., 2006). Les cytokines et médiateurs pro-inflammatoires 
jouent un rôle essentiel lors de l’inflammation du SNC puisqu’ils induisent les chimiokines et 
molécules d’adhésion, et ils recrutent et activent les cellules immunitaires (Rothwell et Luheshi, 
2000).  
 
L’extravasation leucocytaire (figure 7) lors de l’inflammation se déroule en plusieurs étapes. Dans 
des conditions inflammatoires du SNC, il y a induction de l’expression de molécules d’adhésion 
et de chimiokines au niveau de l’endothélium de la BHE ainsi que de l’épithélium du plexus 
choroïde, ce qui amplifie le signal de circulation des leucocytes sanguins (Imhof et al., 2001). 
Dans un premier temps, ce sont les sélectines et leurs ligands qui provoquent une liaison des 
leucocytes à l’endothélium. Ces liaisons sont suffisamment faibles pour permettre aux leucocytes 
de continuer leur mouvement (de par le flux sanguin) ce qui entraîne leur roulement sur 
l’endothélium. Puis les intégrines et leurs ligands engendrent l’arrêt des leucocytes via une 
adhésion ferme. Les chimiokines jouent notamment un rôle à cette étape en activant les intégrines 
à la surface des leucocytes. En effet, les chimiokines en se liant à leurs récepteurs conduisent à un 
regroupement et un changement conformationnel des intégrines ce qui permet une liaison de haute 
affinité entre les intégrines et leurs ligands. Une fois arrêtés, les leucocytes se meuvent au travers 
de la surface des cellules endothéliales jusqu’à l’identification des jonctions inter-endothéliales. A 
ce moment-là, les leucocytes émettent des protubérances à travers les jonctions à la recherche des 
chimiokines abluminales qui sont les guides de l’extravasation. Les leucocytes arrivent ainsi au 
niveau de la membrane basale où les MMP (matrix metalloprotease) agissent pour permettre aux 
leucocytes de poursuivre leur migration via le gradient de chimiokines (Man et al., 2007; 
Middleton et al., 2002). 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figure 7 : L’extravasation leucocytaire et les molécules impliquées dans le passage trans-endothéliale des 

leucocytes. D’après (Huang et al., 2006; Man et al., 2007) 
 
 

Molécules d’adhésion
et cytokines

chimiokines

roulement Adhésion ferme diapédèse migration
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Certaines chimiokines, comme IL-8, peuvent agir sous des formes liées aux membranes. Certaines 
équipes ont également décrit, en plus du passage para-cellulaire, un passage intercellulaire des 
leucocytes (Middleton et al., 2002). 
 
 
 

I-C. 1- Les molécules d’adhésion 
 
Les molécules d’adhésion sont importantes pour le passage transendothélial des leucocytes (figure 
7). Parmi ces molécules citons l’E-selectine, la P-selectine, VCAM (Vascular Cell Adhesion 
Molecule), ICAM (inter-cellular adhesion molecule) et PECAM (platelet/endothelial cell adhesion 
molecule) (Wong et al., 2007).  
 
Les sélectines sont des glycoprotéines permettant des intéractions de faible affinité entre les 
cellules endothéliales et les leucocytes, ce qui entraîne le roulement du leucocyte sur la paroi 
vasculaire. L’E-sélectine se trouve sur les cellules endothéliales (son ligand, l’oligosaccharide 
sialyl Lewis X, étant sur les leucocytes), et la P-sélectine sur les cellules endothéliales et les 
plaquettes (Moore et al., 1994). Les intégrines sont des protéines membranaires hétéro-dimériques 
qui, lorsqu’elles lient leur ligand, changent de conformation au niveau de leur domaine 
intracellulaire conduisant à des modifications du cytosquelette cellulaire pour permettre la 
migration (Okada et al., 1996; Zhang et al., 1994a). Les intégrines sont impliquées dans les 
interactions cellules-cellules et cellules-matrice (adhésion au collagène ou à la laminine) 
(Elangbam et al., 1997). Sur les leucocytes se trouve notamment l’intégrine CD11b/CD18 qui a 
pour ligand ICAM (von Andrian et al., 1991). Cette liaison assure une adhérence plus ferme du 
leucocyte à l’endothélium (Sobel et al., 1990). La super famille des immunoglobulines comprend 
ICAM et VCAM, PECAM/CD31, exprimées sur les cellules endothéliales activées. LFA 
(leukocyte function antigen) est aussi de la famille des immunoglogulines mais est exprimée par 
les leucocytes (Elangbam et al., 1997).  
 
 

I-C. 2- Les MMP 
 
Les MMP (Matrix Metalloproteinases) comptent plus de 20 membres qui agissent au niveau 
extracellulaire, et sont ou non liées à la membrane plasmique. Ce sont des enzymes qui clivent des 
propeptides (Dzwonek et al., 2004). Les MMP permettent de dégrader par protéolyse la matrice 
extracellulaire et les protéines, permettant de faciliter l’avancement des leucocytes et contribuant 
ainsi à l’inflammation (Tsai et al., 2008). Les MMP2 et MMP9 sont les plus étudiées dans le 
cerveau.  
 
MMP2 (ou gelatinase A), exprimée dans beaucoup de tissus dont l’endothélium mais ayant 
préférentiellement une origine astrogliale, clive des protéines de la matrice extracellulaire comme 
le collagène, l’élastine, la fibronectine, et la laminine 5 (Birkedal-Hansen, 1995).  
MMP9 est moins présente dans la glie et se trouve surtout au niveau des neurones et pourrait 
cliver le peptide β amyloïde pour générer un peptide non toxique (Dzwonek et al., 2004). Le 
niveau de MMP9 augmente dans le LCR dans le cadre de méningite bactérienne. MMP9 est 
impliquée dans la dégradation du SNC dans des conditions pathologiques (Trysberg et al., 2004). 
La MMP3 a été identifiée au niveau des neurones et de la microglie activée (Dzwonek et al., 
2004).  
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Les MMP3 et MMP7 pourraient cliver les précurseurs de certaines neurotrophines, ces dernières 
participant à la survie neuronale et à la plasticité synaptique (Lu et al., 2005).  
 
 

I-C. 3- Les Cytokines 
 
Plus de 100 cytokines ont été identifiées à ce jour (Rothwell et Luheshi, 2000). Il est difficile d’en 
donner une définition précise en raison de leur nature variée. Elles ont une taille comprise entre 8 
et 26 kDa, sont souvent libérées pour agir localement en modifiant la fonction des tissus, et elles 
sont plus généralement produites en réponse à une inflammation ou un dommage des tissus 
(Rothwell et al., 1996). 
 
Les cytokines sont en général classées en deux groupes : les cytokines stimulantes soit pro-
inflammatoires, et les inhibitrices, soit anti-inflammatoires (Szelenyi, 2001). Parmi les cytokines 
pro-inflammatoires se trouvent : interleukine (IL)-1, TNF (tumor necrosis factor), gamma-
interferon (IFNγ), IL-12, IL-18 et GMCSF (granulocyte-macrophage colony stimulating factor). 
Les cytokines anti-inflammatoires comptent parmi leurs rangs : IL-4, IL-10, IL-13, IFNα et TGFβ 
(transforming growth factor beta) (Cavaillon, 2001). A l’état basal dans le cerveau, il y a un 
équilibre entre les cytokines pro-inflammatoires et les cytokines anti-inflammatoires, et ainsi un 
équilibre entre des signaux neuro-dégénératifs et neuro-protecteurs (Szelenyi, 2001).  
Nous détaillerons plus loin le cas des chimiokines, cytokines impliquées dans l’attraction des 
leucocytes. 
 
Les cytokines ne sont pas seulement impliquées dans la réponse immunitaire. Elles possèdent 
également des rôles physiologiques et pathologiques (Szelenyi, 2001). Il existe dans le cerveau 
une expression constitutive des cytokines qui semblent contribuer dans ce cas aux fonctions 
physiologiques normales du SNC (Pollmacher et al., 2002). Les cytokines, aussi bien au niveau du 
système nerveux central que du système nerveux périphérique, sont des immunorégulateurs et des 
neuromodulateurs (Szelenyi, 2001). 
 
Les cytokines agissant dans le SNC sont soit sécrétées par des cellules du SNC soit importées 
dans le SNC (Muller et Ackenheil, 1998). Par exemple, IL-1, IL-6 et TNFα  semblent pouvoir 
pénétrer la BHE (Banks et al., 1995; Banks et Kastin, 1997; Kastin et al., 1999). 
  

• IL-1 
 
Les IL-1 sont non seulement des acteurs de l’inflammation (cytokines pro-inflammatoires), mais 
elles auraient aussi un rôle neuro-protecteur (Brenneman et al., 1992) et neuro-toxique (Szelenyi, 
2001). Elles sont également impliquées dans l’induction de la fièvre, la diminution de l’appétit et 
du sommeil. Elles sont exprimés par les cellules endogènes du SNC mais à de faibles niveaux 
dans les cerveaux sains. Lors du processus inflammatoire, ce sont d’abord les microglies qui 
expriment IL-1 puis les astrocytes. L’oligodendroglie, les neurones, les cellules vasculaires et les 
cellules immunitaires circulantes peuvent aussi produire les IL-1 (Rothwell et Luheshi, 2000). 
La famille des IL-1 comprend plusieurs membres dont IL-1β qui, pour être actif, a besoin d’être 
clivé par une protéase de la famille des capsases (Thornberry et al., 1992). 
 
Des études ont montré que le niveau d’IL-1 était plus élevé au niveau des lésions cérébrales des 
patients atteints de la maladies d’Alzheimer, du syndrome de Down (Griffin et al., 1989), de la 
démence associée au VIH (Zhao et al., 2001) et de la sclérose en plaques (Shaftel et al., 2008). 
Une augmentation d’IL-1 a été observée dans les échantillons de LCR de patients atteints de la 



A. HEMBURY                                                              BHE et ET-1 : REGULATION des TRANSPORTEURS ABC et des CYTOKINES INFLAMMATOIRES 

- 27 - 

maladie de Parkinson (Blum-Degen et al., 1995), de la maladie de Creutzfeldt-Jakob (Sharief et 
al., 1999) ou de sclérose en plaques (Shaftel et al., 2008). 
 

• IL-6 
 
Les cytokines de la famille IL-6 sont pro-inflammatoires. Elles sont impliquées dans l’induction 
de la fièvre (Rothwell et Luheshi, 2000). Elles ont également un rôle neuro-protecteur (Hama et 
al., 1989). IL-6 stimulerait la production de NGF (nerve growth factor) par les astrocytes et agit 
également directement en tant que facteur neurotrophique en synergie avec le NGF (Frei et al., 
1989). IL-6 peut aussi induire la différenciation neuronale (Satoh et al., 1988). On leur accorde 
cependant aussi un rôle dégénératif sur les neurones (Gadient et Otten, 1997). 
IL-6 est retrouvé dans des quantités élevées dans le LCR de patients atteints de la maladie 
d’Alzheimer et dans la maladie de Parkinson  (Blum-Degen et al., 1995). 
 

• TNFα 
 
TNFα (tumor necrosis factor alpha ou facteur alpha nécrosant des tumeurs) est une cytokine 
pleiotropique synthétisée par une grande variété de cellules et agissant comme médiateurs de la 
réponse inflammatoire dans grand nombre de tissus. Dans le SNC, les macrophages résidents ainsi 
que les astrocytes et la microglie peuvent synthétiser cette cytokine pro-inflammatoire et 
destructrice de tissus (Lieberman et al., 1989; Righi et al., 1989). Le TNFα peut en effet induire 
l’apoptose des tissus extraneuronaux ou faciliter la régénération des axones endommagés 
(Brenneman et al., 1992; Cheng et al., 1994; Schwartz et al., 1991).  
La concentration en TNFα dans le LCR, mais non dans le sérum, de patients atteints de la 
démence vasculaire est plus élevée que chez les patients sains (Tarkowski et al., 2003). 
 

• IL-10 
 
IL-10, initialement appelé CSIF (cytokine synthesis inhibitory factor), inhibe la production ou 
l’activité de cytokines comme IFNγ, TNFα, IL-2, IL-4 et GM-CSF. Elle inhibe aussi la sécrétion 
des chimiokines et d’autres molécules impliquées dans le processus inflammatoire. Elle augmente 
la survie des cellules B et T et promeut l’activité de cellules NK (Pestka et al., 2004). L’effet 
principal d’IL-10 est de réduire l’inflammation ; cette interleukine limite donc les symptômes de 
la maladie d’Alzheimer, des méningites, et de la sclérose en plaques (Strle et al., 2001). 
 
 

I-C. 4- Les Chimiokines 
 
Les chimiokines sont une sous famille des cytokines (Borish et Steinke, 2003). Il existerait une 
cinquantaine de chimiokines chez l’homme. Elles sont caractérisées par la présence de quatre 
cystéines en des positions très conservées. Il existe quatre sous-familles de chimiokines (figure 8) 
(Zlotnik et Yoshie, 2000). La plus grande sous famille est nommée « CC » du fait que ces deux 
cystéines sont adjacentes. L’autre sous-famille importante s’appelle « CXC » du fait que dans la 
partie Nterminal de ces protéines, les deux cystéines sont séparées par un seul acide aminé 
(Rollins, 1997). Deux autres sous-familles plus petites sont à citer. La sous-famille chimiokines 
C qui ne possède en N-terminal qu’un seul résidu cystéine, et seulement deux résidus cystéines 
sur les quatre conservés dans les chimiokines (Kelner et al., 1994). La sous-famille CX3C est 
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caractérisée par la présence de trois acides aminés entre les deux cystéines se situant dans la partie 
N-terminale de la protéine (Bazan et al., 1997) (Savarin-Vuaillat et Ransohoff, 2007). 
 
La sous-famille CXC comprend, entre autres, IL-8 et IP10. La sous-famille CC compte 
notamment parmi ses membres MCP1, MIP-1β et RANTES (Rollins, 1997). 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 8 : Les sous familles de chimiokines. Extrait de (Savarin-Vuaillat et Ransohoff, 2007) 

 
 
Les chimiokines CC sont capables d’attirer les monocytes, les éosinophiles, les basophiles, les 
lymphocytes T et les cellules NK (natural killer). Les chimiokines CXC attirent, selon leur 
spécificité, soit les neutrophiles, soit les lymphocytes et monocytes. Les chimiokines C agissent 
sur les lymphocytes. Les chimiokines CX3C peuvent être solubles ou membranaires, et ont donc 
un effet en tant que chimioattractant ou molécule d’adhésion pour agir sur les cellules T, les 
cellules NK, et les phagocytes mononucléés (Savarin-Vuaillat et Ransohoff, 2007). 
 
Les chimiokines agissent en se liant à des récepteurs couplés à des protéines G (Holmes et al., 
1991). Leur nomenclature est corrélée à celle des chimiokines, puisque les premières lettres 
correspondent à la sous-famille de chimiokines auxquelles ils se lient. Une même chimiokine est 
capable de se lier à plusieurs récepteurs et un même récepteur peut être activé par différentes 
chimiokines (Savarin-Vuaillat et Ransohoff, 2007). 
 
 

• MCP-1 
 
MCP-1 est aussi appelée MCAF (macrophage chemoattractant and activating factor) ou CCL2 
(CC chemokine ligand 2) (Matsushima et al., 1989; Yoshimura et al., 1989b). 
 
C’est un puissant chimioattractant qui n’est, dans les conditions normales, pas exprimé à forte 
concentration dans le SNC. Son augmentation se fait cependant rapidement après un dommage, et 
ce, surtout au niveau des astrocytes, mais aussi au niveau des macrophages, de la microglie et des 
neurones (Kuziel et al., 1997; Siebert et al., 2000; Wang et al., 2002). MCP-1 peut être exprimé 
par différents types cellulaires, dont les monocytes, astrocytes (Andjelkovic et al., 2000), les 
cellules endothéliales, les cellules musculaires lisses et les fibroblastes (Rollins et al., 1989).   
MCP-1 est capable d’attirer sur le lieu de l’inflammation les cellules exprimant le récepteur CCR2 
(Kuziel et al., 1997; Siebert et al., 2000; Wang et al., 2002), ce qui comprend entre autres les 
monocytes, les lymphocytes T, les cellules dendritiques myéloïdes et les cellules NK (Allavena et 
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al., 1994; Carr et al., 1994; Nakamura et al., 1995; Taub et al., 1995a; Taub et al., 1995b). MCP-1 
activerait son récepteur sous la forme d’un dimère (Zhang et Rollins, 1995). 
 
L’expression de MCP-1 dans la plupart des conditions inflammatoires est corrélée à l’infiltration 
de monocytes sur le site de l’inflammation (Tesch et al., 1999). Les souris déficientes en MCP-1 
ou en son récepteur CCR2 sont résistantes à l’encéphalomyélite auto-immune expérimentale, à 
savoir que les leucocytes ne peuvent pénétrer dans le SNC. Le TNFα  joue un rôle critique dans 
cette maladie en induisant l’expression de MCP-1 par les cellules gliales associées à la BHE 
(Owens et al., 2005). 
 
MCP-1 joue un rôle aussi bien dans l’immunité innée qu’adaptative. C’est notamment un facteur 
important pour la différenciation des cellules Th0 en Th2 in vitro, via un mécanisme dépendant 
d’IL-4 (Huang et al., 2001a). In vitro, l’attachement des monocytes aux astrocytes (par le biais 
notamment des molécules d’adhésion ICAM-1 et VCAM-1) conduit à une production de MCP-1 
par les deux types cellulaires, cette augmentation de l’expression étant en partie médiée par les 
cytokines pro inflammatoires IL-1β et TNFα (Andjelkovic et al., 2000). L’intéraction entre les 
cellules endothéliales et les monocytes conduit également à une augmentation de MCP-1 (ainsi 
que d’IL-8) qui est indépendante d’une réponse précoce d’IL-1 ou du TNF (Lukacs et al., 1995). 
Le TNFα module l’expression de MCP-1, et ce, via les formes réactives de l’oxygène (FRO) 
(Chen et al., 2004). Il semble que MCP-1 lui-même puisse auto-réguler négativement sa synthèse 
et sa libération au niveau neuro-vasculaire (Ge et al., 2008). 
 
MCP-1 est capable d’induire la production de MMP-9, une protéase impliquée dans les 
dommages tissulaires (Robinson et al., 2002).  
Des travaux rapportent qu’une sur-expression de MCP-1 par les astrocytes empêche 
l’encéphalomyélite auto-immune expérimentale (Elhofy et al., 2005). 
 

• IL-8 
 
IL-8 (initialement appelée MDNCF pour monocyte-derived neutrophic chemotactic factor) est une 
chimiokine aux puissantes propriétés pro-inflammatoires, agissant principalement sur les 
neutrophiles (Matsumoto et al., 1997). Elle est fortement régulée et son expression dans les tissus 
normaux est quasi indétectable (Brat et al., 2005). 
IL-8 est capable d’induire la production de MMP2 et MMP9 (Li et al., 2003).  
IL-8 aurait aussi un rôle pro-angiogénique et un rôle dans le développement et la progression des 
tumeurs malignes, notamment au niveau cérébral (Brat et al., 2005; Xie, 2001). 
 
 
 
 

I-C. 5- La BHE et la neuro-inflammation 
 
 
Les cytokines agissant dans le SNC sont soit sécrétées par des cellules du SNC soit importées 
dans le SNC (Muller et Ackenheil, 1998). Les cellules endothéliales du cerveau peuvent sécréter, 
entre autres, l’IL-1, l’IL-6, l’IL-8, l’IL10, le TNF, la MCP-1 et le TGFβ (Fabry et al., 1993; Quan 
et Banks, 2007). L’IL-1, l’IL-6 et le TNFα semblent pouvoir pénétrer la BHE (Banks et al., 1995; 
Banks et Kastin, 1997; Kastin et al., 1999). Les cytokines seraient notamment capables de 
traverser la BHE via deux voies : l’une étant un transport non saturable et non compétitif, l’autre 
étant celle du transport actif (Quan et Banks, 2007; Watkins et al., 1995). 
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Si l’on s’attarde plus spécifiquement sur le cas des chimiokines, dans la mesure où elles sont 
surtout exprimées du côté du SNC, elles doivent pouvoir en partie passer la BHE afin d’attirer les 
leucocytes le cas échéant. La MCP-1, l’IL-8 et le CXCL12 sont capables d’effectuer ce passage 
par transcytose (Dar et al., 2005; Ge et al., 2008; Middleton et al., 1997; Mordelet et al., 2007). 
Certaines chimiokines peuvent aussi en partie utiliser un passage paracellulaire. En effet, la MCP-
1 est capable de diminuer l’expression et de rompre l’organisation de ZO-1 et des occludines au 
niveau des jonctions serrées de la BHE  (Song et Pachter, 2004). En marge des passages vers le 
côté luminal des vaisseaux des chimiokines, il y a aussi une sécrétion de certaines chimiokines par 
l’endothélium (Middleton et al., 2002).  
 
Les cytokines pro-inflammatoires peuvent donc avoir une action sur la BHE en augmentant sa 
perméabilité (Blamire et al., 2000). Ainsi, MCP-1, in vitro et in vivo chez la souris, induit une 
altération de la perméabilité de la BHE (Stamatovic et al., 2005). Dans un modèle in vitro humain 
de BHE, IL-1β induit aussi une augmentation de la perméabilité de la BHE (Didier et al., 2003). 
In vitro, IL-8 peut augmenter la perméabilité de la monocouche endothéliale microvasculaire 
humaines de cellules ne provenant pas du tissu cérébral, probablement en altérant les jonctions 
serrées (Talavera et al., 2004). 
 
Les MMP, dont la MMP9, semblent pouvoir moduler l’expression des protéines des jonctions 
serrées, et donc la perméabilité de la BHE (Ishihara et al., 2008). 
 
 

I-C. 6- Neuro-inflammation et pathologies 
 
 
Beaucoup de pathologies cérébrales sont associées à l’inflammation. Nous nous attacherons à ne 
donner quelques détails que sur certaines d’entre elles.  
 
 

- La maladie d’Alzheimer 
 
Les cerveaux des patients atteints de cette maladie montrent de nombreux signes de la réaction 
inflammatoire : activation de la glie, expression de molécules associées à l’inflammation tel que le 
complément (Marx et al., 1998; McGeer et McGeer, 1999). La question du rôle des cytokines 
dans le développement de la maladie est encore posée puisque les études montrent parfois des 
résultats contradictoires. L’IL-1 est trouvé en plus grande quantité dans les lésions cérébrales liées 
à Alzheimer (Griffin et al., 1989), et la concentration en TNFα dans le LCR, mais non dans le 
sérum, de patients atteints de la maladie d’Alzheimer est plus élevée que chez les patients sains. 
Ce phénomène n’est pas imputable à une éventuelle déficience de la fonctionnalité de la BHE qui 
aurait pu permettre l’influx de TNFα (Tarkowski et al., 2003). Cependant, toutes les études sur les 
patients atteints de la maladie d’Alzheimer n’observent pas cette augmentation du TNFα (Garlind 
et al., 1999; Lanzrein et al., 1998) ou de l’IL-1. Ainsi, une autre étude ne montra pas de différence 
lors de la quantification d’IL-1β et d’IL-6 dans le LCR de patients atteints de la maladie 
d’Alzheimer comparée à celle chez les patients sains (Tarkowski et al., 2003).  
 
D’autre part, les peptides β-amyloïdes peuvent induire l’expression d’IL-1β, de TNFα et d’IL-6 
par les cellules astrocytaires et microgliales. Cependant, certains scientifiques considèrent 
également que ce sont les cytokines qui dans un premier temps, lors d’une dérégulation, peuvent 
entrainer la formation de dégénérescences neurofibrillaires (Rojo et al., 2008). L’IL-1 régule 
positivement l’expression de la protéine précurseur des β-amyloides et stimule le clivage de ce 
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précurseur en fragments à potentiel amyloïde dans les neurones (Rothwell et Luheshi, 2000). IL-6 
également peut réguler l’expression du précurseur amyloïde (Gadient et Otten, 1997). Le TNFα 
peut, lui, protéger les neurones contre la toxicité engendrée par les β-amyloïdes (Barger et al., 
1995). 
 
 

- La maladie de Parkinson 
 
Cette maladie est caractérisée par la perte de neurones dopaminergiques dans la substance noire. 
Les symptômes sont, entre autres, une rigidité musculaire et des tremblements ainsi qu’une 
difficulté à effectuer des mouvements volontaires avec un ralentissement et une diminution de 
l’ampleur de ces mouvements (Whitton, 2007). 
La réaction inflammatoire semble aussi participer à cette maladie. Ici aussi le rôle des cytokines 
inflammatoires est controversé. Certains montrent que le TNFα et l’IL-1 contribuent à la perte 
neuronale, tandis que d’autres constatent un effet neuro-protecteur d’IL-1 et d’IL-6. De plus, 
proche des neurones en dégénérescence de la substance noire a été retrouvée de la microglie 
activée (Lucas et al., 2006). D’autre part, des  médiateurs de l’inflammation sont présents dans le 
LCR et à côté de la substance noire endommagée des patients atteints (Tansey et al., 2008). 
 
 

- La maladie de Huntington 
 
La maladie de Huntington est une maladie héréditaire autosomale dominante qui engendre des 
troubles neuro-dégénératifs, des mouvements involontaires, des modifications de la personnalité 
et une démence. Dans cette maladie, des niveaux plus élevés dans le sérum de TNF, du récepteur 
soluble à l’IL-2 et de certaines molécules du complément ont été rapportés (Bonifati et Kishore, 
2007). 
 
 

- La démence associée au SIDA (syndrome de l'immunodéficience acquise) 
 
L’ADC, démence associée au VIH-1 (virus de l’immunodéficience humaine 1), est une 
complication neurologique grave de l’infection par le VIH-1. Cette démence se manifeste par des 
dysfonctionnements moteurs, comportementaux et cognitifs (Brabers et Nottet, 2006).  
Pour entrer dans le cerveau, et donc traverser la BHE, le VIH-1 utiliserait plusieurs mécanismes 
dont la transmigration au travers des cellules endothéliales cérébrales via la transcytose, et celui 
du cheval de Troie, utilisant les cellules immunitaires infectées pour infiltrer le SNC (Kramer-
Hammerle et al., 2005). Dans le SNC ce sont principalement la microglie et les macrophages qui 
produisent le VIH-1 (Anderson et al., 2002; Kaul et al., 2001). Les cellules gliales quiescentes 
constituent alors un réservoir de VIH-1 qui peut être activé par la suite pour produire du virus 
dans le SNC (Kramer-Hammerle et al., 2005). 
 
Il semble que MCP-1, qui peut être considéré comme un activateur des macrophages et du 
chimiotactisme, soit associé à l’ADC. Des cultures d’astrocytes humains produisent MCP-1 de 
façon dose-dépendante fonction de la protéine virale Tat du VIH-1 mise en présence. La présence 
de MCP-1 a d’ailleurs été prouvée par la même équipe in vivo, dans le LCR et in situ dans les 
tissus cérébraux (Conant et al., 1998). Tat régule également positivement la production d’IL-8 par 
les cellules endothéliales cérébrales (Hofman et al., 1999). Les chimiokines vont donc amplifier le 
phénomène d’infection et d’inflammation du SNC. D’autre part, le TNFα et l’IL-1β jouent 
également un rôle dans cette pathologie. Leur action neurotoxique a été démontrée (notamment 
via une production de FRO), bien qu’il semble y avoir une contrepartie neuro-protectrice (Brabers 
et Nottet, 2006).  
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- Sclérose en plaques 
 
Beaucoup de médiateurs inflammatoires sont régulés positivement dans cette maladie (Lucas et 
al., 2006). Cette maladie est associée, entre autres, à une activation inappropriée du réseau de 
chimiokines. MCP-1 a notamment été retrouvé dans les lésions actives de cette pathologie. Un des 
meilleurs modèles d’étude animale de cette maladie est l’EAE (encephalomyelite autoimmune 
expérimentale) (Gerard et Rollins, 2001). Les symptomes cliniques de cette maladie corrèlent 
avec le niveau de transcription de MMP-7 et MMP-9 (Kieseier et al., 1998). 
 
 

- La schizophrénie 
 
Plusieurs hypothèses ont été formulées concernant l’origine de cette maladie, comme celle de la 
maladie infectieuse ou celle de la maladie inflammatoire auto-immune. Il semble que des 
interleukines de la famille d’IL-1 et qu’IL-6 soit augmentés avec cette pathologie tandis qu’IL-2 
diminuerait (Potvin et al., 2008). Une étude montre que les gènes associés à l’inflammation sont 
régulés positivement dans cette pathologie (Saetre et al., 2007). 
 
 

- L’épilepsie 
 
On constate dans cette maladie une rupture de la BHE et une élévation des cytokines pro-
inflammatoires dans le LCR de patients. Les cytokines conduisent notamment à l’excitabilité des 
neurones (Choi et Koh, 2008). IL-1β, entre autres, agit sur l’influx des ions calcium, il inhibe la 
réabsorption du glutamate par les astrocytes et il augmente la libération du glutamate via la 
production de TNFα (Beattie et al., 2002; Bezzi et Volterra, 2001; Ye et Sontheimer, 1996). IL-6 
semble également impliqué dans cette pathologie (Choi et Koh, 2008). 
 
 

- AVC et ischémie cérébrale 
 
Le rôle d’IL-1 a été prouvé dans l’ischémie. Le TNFα aurait, lui, à la fois un rôle neurotoxique et 
neuro-protecteur. Il-6 pourrait également être un acteur de ces pathologies (Lucas et al., 2006). 
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I-D. Les principaux transporteurs ABC de la BHE 
 
 
Pour parfaire sa perméabilité limitée et sélective, la BHE dispose, en plus de sa structure 
physique, de transporteurs d’efflux spécialisés, dont les transporteurs ABC (ATP Binding 
Cassette). Cette super-famille est l’une des plus larges et comprend les protéines qui comptent 
parmi les plus exprimées. Chez l’homme, 49 gènes ABC sont classés en 7 familles (A à G) 
(Chang, 2007; Dean et Allikmets, 2001; Klein et al., 1999). La plupart des transporteurs ABC 
requiert la liaison d’une molécule d’ATP (Adénosine Tri Phosphate) et son hydrolyse pour 
produire l’énergie nécessaire à la translocation du substrat à travers la membrane cellulaire. Les 
séquences en acides aminés de ces transporteurs ABC comportent des parties conservées comme 
le site de liaison à l’ATP incluant une lysine (figure 9), un site d’intéraction à Mg2+ incluant un 
acide aspartique, et un motif spécifique à cette superfamille qui est une séquence conservée de 6 
acides aminés situés entre les 2 sites précédemment cités (Hung et al., 1998; Sharom et al., 1999; 
Walker et al., 1982). Ce dernier motif aurait peut-être un rôle dans la reconnaissance, la liaison et 
l’hydrolyse de l’ATP  (Leslie et al., 2005). 
 

         
 
 

Figure 9 : Représentation schématique de l’organisation structurelle possible des transporteurs ABC. a/ 
modèles bidimensionnel de la structure de la Pgp, des MRP et de la BCRP. Le modèle met en évidence les 
segments transmembranaires, les sites de glycosylation (GS), et les sites de liaison à l’ATP (Adénosine Tri 

Phosphate). b/ Il est à préciser que dans la réalité, soit en 3 dimensions, les domaines transmembranaires sont 
rapprochés pour former une molécule plus compacte comme tente de le montrer la partie b de la figure. Extrait 

de (Loscher et Potschka, 2005a). 
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Les transporteurs ABC, d’une manière générale sont impliqués dans le transport des stérols et des 
acides gras (Borst et al., 2000; Schmitz et Kaminski, 2001) ; ils peuvent avoir des rôles plus 
spécifiques selon le type cellulaire, comme la P-glycoprotéine qui est impliquée dans le transport 
des cytokines (IL-2, IL-4 et INFγ) chez les lymphocytes T périphériques normaux (Borst et al., 
2000). Surtout ils protègent la cellule et les tissus contre les xénébiotiques (de Lange, 2004). 
 
Ces transporteurs ne sont pas spécifiques de la BHE puisqu’on en retrouve certains au niveau des 
intestins, du foie, des reins et de la barrière hémato-testiculaire. Ils sont ainsi présents dans les 
tissus ayant une fonction excrétoire. Les transporteurs ABC comprennent plusieurs familles de 
transporteurs (figure 9), dont notamment la famille MDR (MultiDrug Resistance) ou ABCB (ATP 
Binding Cassette sub-family B) qui est la famille de la P-glycoprotéine (Pgp), la famille des MRP 
(Multidrug Resistance Protein) ou ABCC (ATP Binding Cassette sub-family C) et la BCRP 
(Breast Cancer Resistance Protein) ou ABCG2 (ATP Binding Cassette sub-family G member 2). 
Ces transporteurs sont aussi largement étudiés du fait de leur implication dans la biodisponibilité 
des médicaments, puisqu’ils sont capables d’effluer ces derniers des tissus (Loscher et Potschka, 
2005a; Loscher et Potschka, 2005b). 
 
La Pgp et la BCRP effluent préférentiellement de larges molécules hydrophobes chargées 
positivement tandis que les transporteurs de la famille MRP préfèrent les molécules hydrophobes 
non chargées et les composés anioniques solubles dans l’eau (de Lange, 2004). 
 
Les principaux transporteurs exprimés au niveau de la BHE sont (figure 10) : la Pgp (Cordon-
Cardo et al., 1989), la MRP1 (Huai-Yun et al., 1998; Regina et al., 1998), MRP2, MRP4, MRP5 
(Loscher et Potschka, 2005b) et la BCRP (Cooray et al., 2002). La présence d’ARNm de MRP6 
est décelable au niveau de la BHE, ainsi que les ARNm de MRP3 mais en bien moindre quantité 
(Loscher et Potschka, 2005b). 
 
Ci-après, nous détaillerons davantage les principaux transporteurs, en termes de présence mais 
aussi d’activité, de la BHE 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
Figure 10 : Les transporteurs ABC de la BHE. D’après (Dallas et al., 2006) 
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I-D. 1- La P-glycoprotéine 
 
La P-glycoprotein (Pgp) est une glycoprotéine phosphorylée d’un poids moléculaire apparent de 
170 KDa. Elle a été identifiée pour la première fois chez le hamster au sein de cellules tumorales 
lorsque sa surexpression conféra une résistance multi-drogues. (Juliano et Ling, 1976) La Pgp et 
ses isoformes ont été trouvés dans de nombreuses espèces dont les insectes, les poissons, les 
amphibiens, les reptiles, les oiseaux et les mammifères (Bauer et al., 2005). 
 

• Les différents isoformes 
 
Chez les rongeurs il existe 3 isoformes de la Pgp : mdr1a, mdr1b et mdr2 (Hsu et al., 1990). Chez 
l’homme, les isoformes MDR1 et MDR2 ont été identifiés (Chin et al., 1989). Les produits des 
gènes MDR1 et mdr1 confèrent la résistance multi-drogues (Roninson et al., 1986), tandis que les 
produits des gènes MDR2 et mdr2 permettent la sécrétion de phosphatidylcholine dans la bile 
(Smit et al., 1993). 
 

• Substrats de la Pgp 
 
La Pgp prend en charge un très grand nombre de substrats dont la masse varie approximativement 
de 300 à 2000 Daltons. Parmi eux se trouvent des cations organiques, des bases organiques 
faibles, des anions organiques et des dérivés polypeptidiques. Enormément de médicaments ou 
substances actives sont également pris en charge par ce transporteur d’efflux : opioïdes, 
antibiotiques, bloqueurs de canaux à calcium, molécules chimiothérapeutiques, 
immunosuppresseurs, médicaments contre le VIH… (Bauer et al., 2005) 
 

• Localisation de la Pgp 
 
La Pgp est présente au niveau des cellules endothéliales cérébrales humaines (Cordon-Cardo et 
al., 1989) et de rat (Greenwood, 1992). Elle est localisée sur la face apicale des cellules 
endothéliales cérébrales humaines de la BHE, alors que dans d’autres tissus elle peut se trouver 
sur les deux faces (Jette et al., 1993; Stewart et al., 1996). Les cellules endothéliales ne sont pas 
les seules cellules cérébrales sur lesquelles on localise la Pgp. Cette dernière se trouve également 
sur les pieds astrocytaires (Pardridge et al., 1997) ainsi que sur les péricytes (Bendayan et al., 
2006). De même, la membrane cytoplasmique n’est pas le seul lieu où se trouve le transporteur 
d’efflux. La Pgp a également été localisée dans le réticulum endo-plasmique (lieu de synthèse 
protéique) et dans l’appareil de Golgi (lieu de glycosylation des protéines et de leur trafic 
(Bendayan et al., 2006). 
 
 

I-D. 2- Les MRP 
 
La famille des MRP comprend 12 membres (Potschka et al., 2003). Nous ne mentionnerons que 
les transporteurs ayant un intérêt dans l’étude de la BHE. 
 
Le gène de la MRP1 a été cloné pour la première fois chez l’homme en 1992 dans une lignée de 
cellules cancéreuses qui avait un phénotype de résistance sans pour autant que la Pgp ne soit 
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exprimée (Cole et al., 1992). Le gène Mrp1 a ensuite été cloné dans différentes espèces dont la 
souris et le rat (Dallas et al., 2006; Stride et al., 1996; Yang et al., 2002). 
La distribution de ce transporteur est large, incluant les épithéliums intestinaux, rénaux, du foie et 
des poumons (Mayer et al., 1995; Pei et al., 2002; Peng et al., 1999; Scheffer et al., 2002). La 
MRP1 est aussi présente au niveau des cellules endothéliales cérébrales humaines (Huai-Yun et 
al., 1998) et de rat (Regina et al., 1998) et seraient aussi sur la microglie (Dallas et al., 2003), les 
astrocytes (Decleves et al., 2000; Spiegl-Kreinecker et al., 2002) et l’expression d’ARNm a été 
détectée dans les péricytes (Berezowski et al., 2004). 
Il est cependant à noter que les cellules voient leur expression de MRP1 se modifier selon les 
types cellulaires en présence. Par exemple, des cellules endothéliales cérébrales immortalisées de 
rat voyaient l’expression de leur MRP1 diminuer lors de leur mise en co-culture avec des 
astrocytes (Regina et al., 1998). 
 
Chez l’animal, les MRP1 et MRP5 sont localisées sur la face apicale des cellules endothéliales de 
capillaires cérébraux, tandis que la MRP4 est située sur les 2 faces cellulaires. Ceci diffère des 
cellules épithéliales où elles se localisent côté apical et baso-latéral (Zhang et al., 2004a). Au 
niveau de la BHE humaine, les localisations sont les mêmes sauf pour la MRP4 qui ne se trouve 
que du côté apical. On trouve également les MRP4 et MRP5 sur les astrocytes humains (Nies et 
al., 2004). La MRP2 est localisée sur la membrane luminale des cellules endothéliales des 
capillaires cérébraux chez différentes espèces dont l’homme et le rat (Potschka et al., 2003). 
MRP1 et MRP2 préfèrent des substrats lipophiliques conjugués à la glutathione, au glucuronate 
ou au sulfate. La MRP6 peut transporter des conjugués du glutathione ainsi que l’antagoniste au 
récepteur endothéline BQ123. Les MRP4 et 5 ont, entre autres, pour substrats l’AMP cyclique, le 
GMP cyclique et les analogues nucléotidiques. La glutathione réduite (GSH) est co-substrat des 
MRP1, MRP2 et MRP4. A côté de cela, les MRP sont très actives dans l’efflux d’anions 
organiques à caractère toxicologique (Nies et al., 2004). 
Chez l’homme, les MRP4 et MRP5 semblent être les principaux isoformes présents au niveau 
cérébral (Nies et al., 2004). 
 
 

I-D. 3- La protéine ABCG2 ou BCRP (Breast Cancer Resistance 
Protein) 
 
ABCG2 a d’abord été appelée BCRP puisqu’elle a été découverte dans une lignée de cellules 
cancéreuses du sein à laquelle elle conférait une résistance non imputable à la Pgp ou aux MRP 
(Doyle et al., 1998). Ce transporteur a, dans sa structure, beaucoup moins de domaines 
transmembranaires que la Pgp ou les MRP, et il semble qu’il se présente en dimère (Xu et al., 
2004). Les substrats d’ABCG2 sont nombreux et incluent des médicaments, des carcinogènes et 
des toxines alimentaires (van Herwaarden et Schinkel, 2006). 
ABCG2 est localisé surtout du côté luminal des cellules endothéliales de la BHE humaine 
(Cooray et al., 2002). On trouve également la protéine au niveau des cellules gliales. Cependant, 
cette expression dans le SNC semble faible et il n’y aurait quasiment pas d’activité liée à ce 
transporteur dans ce compartiment biologique (Lee et al., 2007). 
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I-D. 4- Mécanismes de régulation des transporteurs ABC 
 
Nous envisagerons cette question en élargissant le champ des données connues à toutes les 
cellules humaines étudiées, et non pas simplement celles du SNC. 
Les transporteurs ABC sont régulés à différents niveaux et ce par différents type de stimuli. Parmi 
eux, on trouve les UV, des substances actives et médicaments, les chocs thermiques, des 
composés endogènes, et des conditions pathologiques dont l’inflammation (Fernandez et al., 
2004; Ohga et al., 1998). 
 
Près de la moitié des gènes transcrits par l’ARN Polymérase II contiennent une boîte TATA au 
niveau du promoteur. Il est intéressant de constater que les gènes des transporteurs de 
médicaments chez l’homme sont dépourvus de cette boite TATA à l’endroit attendu et adéquat 
(bien que le gène codant pour la MRP2 est un élément ressemblant à TATA). Ceci marque une 
grande différence avec les transporteurs des rongeurs chez lesquels la transcription de ces gènes 
est TATA dépendante (Scotto, 2003; Stockel et al., 2000). Ainsi, le gène MDR1 humain codant 
pour la Pgp possède un élément Inr se substituant à la boîte TATA comme élément initiateur 
(Cornwell, 1990; Madden et al., 1993). 
 

• Régulation transcriptionnelle de la Pgp 
 
Le gène MDR1 codant pour la Pgp contient en amont de la partie transcrite différents cis-éléments 
sur lesquels peuvent se lier des protéines agissant en trans (figure 11) (Labialle et al., 2002). 
 
Comme la plupart des gènes dépourvus de boîte TATA, le promoteur de MDR1 possède une boîte 
CCAAT inversée, nommée boîte Y, et des régions riches en GC (Scotto, 2003). La boîte Y 
interagit avec le facteur de transcription trimérique NF-Y, appelé aussi CBF (Hu et al., 2000), et 
d’autres études montrent qu’elle interagirait également avec YB-1 bien que cela soit discuté 
(Labialle et al., 2002). Sur les régions riches en GC viennent se lier les facteurs de transcription de 
la famille SP (Cornwell et Smith, 1993), notamment Sp1 (Specificity protein 1) qui est activé par 
la voie des AMPc/PKA (Rohlff et Glazer, 1998). Il semble que les boîtes Y et GC coopèrent, 
notamment après des irradiations aux UV, et qu’il y ait une interaction physique entre Sp1 et NF-
Y pour l’activation du gène humain MDR1 (Hu et al., 2000; Roder et al., 1999; Sundseth et al., 
1997). Chez le rat, Sp1 est aussi un facteur important pour la régulation du gène mdr2 (Brown et 
Silverman, 1996).  
 
EGR1 (Early Growth Response factor 1) est un autre facteur pouvant réguler positivement la 
transcription de MDR1 (McCoy et al., 1995).  
 
Il se pourrait qu’AP-1 (Activating Protein 1) régule aussi MDR1. AP-1 est le terme général pour 
les complexes de facteurs de transcription homodimériques et hétérodimériques composés des 
membres des familles oncogènes Fos et Jun (Shaulian et Karin, 2001). Il se trouve que le 
promoteur de MDR1 chez l’homme et celui de mdr1 chez le rongeur seraient susceptibles de 
contenir des sites de liaison pour AP-1. De plus, les cellules ayant un phénotype de résistance à de 
multiples substances actives contiendraient un niveau plus important de protéines c-fos et c-jun 
(Daschner et al., 1999).  
 
Le facteur de transcription C/EBPβ (CAAAT/Enhancer Binding Protein-β), aussi nommé NF-IL6 
(Nuclear Factor induced by IL-6), induit une régulation positive du gène MDR1 (Combates et al., 
1994).  
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MEF1, MDR1 Promoter-Enhancing Factor 1, est le facteur régulant positivement l’activité du 
promoteur de MDR1 dans une lignée de cellules humaines résistantes exprimant fortement la Pgp 
(Ogretmen et Safa, 2000). MED1 (Multiple start site Element Downstream) est impliqué dans 
l’expression constitutive de la surexpression de Pgp de cellules résistantes aux composés actifs 
(Scotto, 2003). 
 
HSF1 (heat-shock transcription factor) a initialement été montré comme régulant l’expression des 
protéines de choc thermique. Ce facteur est également capable de réguler l’expression du gène 
MDR1, cette régulation pouvant être modulée par des chocs thermiques (Vilaboa et al., 2000). 
 
L’hétérodimère PXR/RXR (Pregnane X Receptor/Retinoid Xenobiotic Receptor) peut activer la 
transcription de MDR1 en réponse à différents stimuli xénobiotiques (Geick et al., 2001). Ces 
récepteurs nucléaires appartiennent à la famille des SXR (Steroid Xenobiotic Receptor) qui régule 
la voie de clairance des substances actives et qui serait susceptible de coordonner le métabolisme 
des médicaments via le cytochrome P450, et leur efflux via MDR1 (Synold et al., 2001). Il est à 
noter que la présence de PXR dans le cerveau a été démontrée, et qu’au niveau de la BHE, les 
transporteurs de xénobiotiques sont régulés par ces récepteurs nucléaires (Bauer et al., 2005). 
 
La protéine suppresseur de tumeur p53 pourrait aussi influencer la transcription de MDR1, mais 
de façon négative (Chin et al., 1992). Parmi les répresseurs de la transcription de MDR1 figure le 
complexe comprenant NF-κB et c-Fos (Ogretmen et Safa, 1999).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 11 : Quelques uns des facteurs modulant la transcription du gène MDR1 codant pour la Pgp. 
 
 
Nous nous rendons ainsi bien compte, étant donné le nombre de facteurs modulant la transcription 
de MDR1, que la régulation de l’expression de la Pgp est complexe. 
 
 

• Autres types de régulation de la Pgp  
 
L’ARNm MDR1 est extrêmement structuré dans sa partie 5’ non traduite (figure 12). Ces 
structures secondaires permettent une régulation de la traduction de MDR1, peut-être via Akt 
(Randle et al., 2007).  
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Figure 12 : Schéma bidimensionnel de la partie 5’ de l’ARNm de MDR1. Cette partie comprend la région 5’ non 
traduite (5’ UTR) et la région codante. Le codon d’initiation de la traduction est situé par le +1 Met, les codons 
AUG sont localisés par les flèches noires, les chiffres en italique représentant la numérotation des nucléotides. 

Sur le schéma de gauche, les  blocs blancs sont les régions non traduites, le bloc noir la région codante détaillée 
à droite, et le bloc gris le reste de la région codante. Extrait de (Randle et al., 2007). 

 
 
Dans le cerveau, une libération de glutamate peut induire une régulation positive de la Pgp au 
niveau de la BHE (Bankstahl et al., 2008).  
La proteine kinase C (PKC), puisque la Pgp est une protéine phosphorylée (Chan et al., 2004), 
ainsi que l’endothéline 1 (ET-1) réguleraient l’activité de transport de la Pgp (Bauer et al., 2007). 
Il faut également citer, en termes de régulation, les mouvements intracellulaires de la Pgp. Celle-
ci peut être présente au niveau de la membrane cytoplasmique ou bien dans des vésicules intra 
cellulaires (Kipp et al., 2001; Kipp et Arias, 2000). 
L’ubiquitination régule aussi la Pgp en influant sur sa stabilité et donc sa dégradation (Zhang et 
al., 2004b). 
Les propriétés de la membrane plasmique sont importantes. Ainsi, la composition en cholestérol 
et sphingolipides de la membrane, ou de la portion membranaire où se localise la Pgp, a une 
incidence sur son activité ATPase et son interaction avec les substrats (Dos Santos et al., 2007; 
Radeva et al., 2005). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 13 : Quelques uns des éléments régulant la Pgp. 
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• Régulation des MRP 
 
Le promoteur proximal de MRP2, dépourvu de boîte TATA, ne possède pas non plus d’élément 
GC, ni de site Sp1. En revanche, il semble qu’il y ait une boîte CCAAT qui interagirait plutôt 
avec YB-1 qu’avec NF-Y. Le promoteur du gène mrp2 chez le rat, possède lui une boîte GC, site 
pour la fixation de Sp1, ainsi qu’une boîte Y liant NF-Y (Kauffmann et al., 2001; Scotto, 2003).  
Sp1 est important dans la régulation du gène MRP1 humain (Zhu et Center, 1996). PXR, un 
récepteur nucléaire orphelin, régulerait également les gènes codant pour la MRP2 et la MRP3 
(Geick et al., 2001; Lehmann et al., 1998). 
La voie de signalisation de la PI3K (phosphatidylinositol 3'-kinase) modulerait la MRP1 (Lee, Jr. 
et al., 2004). 
Les MRP pourraient, comme la Pgp, être localisées à différents endroits cellulaires. Le 
mouvement cellulaire de la MRP2 semble être lié à une glycosylation (Zhang et al., 2005). 
 
 

• Régulation d’ABCG2 
 
Le promoteur d’ABCG2 est également dépourvu de boîte TATA et contient plusieurs sites Sp1 
potentiels (Scotto, 2003). 
ABCG2 voit également son activité influencée par l’environnement lipidique de la portion 
membranaire où elle se trouve (Storch et al., 2007). 
 
 
 

I-D. 5- Les transporteurs ABC et l’inflammation 

• Les facteurs de transcription régulant les transporteurs ABC et leur 
implication dans l’inflammation 

 
Il existe des facteurs de transcription qui sont capables de réguler à la fois des gènes de 
l’inflammation et les gènes de certains transporteurs ABC (figure 14). Nous citerons ci-après 
quelques exemples. 
 
Le facteur de transcription EGR1 serait un point convergent de beaucoup de voies de signalisation 
dont celles impliquées dans l’inflammation et l’apoptose. Les gènes cibles de ce facteurs sont par 
exemple celui du VEGF (vascular endothelial growth factor), d’ICAM1, de protéines classiques 
présentes lors de l’endommagement d’organes, et donc de MDR1. La transcription d’EGR1 serait 
régulée, entre autres, par NF-κB, Sp1 et CRE (cAMP Response Element) (McCoy et al., 1995; 
Ngiam et al., 2007). 
 
Le facteur NF-Y semble aussi impliqué dans l’inflammation. Lors de la mise en culture de 
monocytes humains, l’activité de NF-Y augmente fortement tout au long de la période pendant 
laquelle les cellules ne se divisent pas mais subissent une maturation en macrophages fonctionnels 
avec expression de marqueurs de surface d’activation tels que les antigènes CMH II (Mach et al., 
1996; Marziali et al., 1997). La faculté de liaison à l’ADN de NF-Y est influencée par la 
concentration intracellulaire en calcium (Roy et Lee, 1995).  
 
AP-1 est également impliqué dans l’inflammation. Son activité est modulée par le TNFα et l’IL-1 
et a pour cibles des gènes comme celui de la collagénase et de l’IL-2. La réponse à ces cytokines 
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pro-inflammatoires dépend surtout d’une cascade d’activation des MAPK (mitogen-activated 
protein kinase), notamment JNK et p38 (Shaulian et Karin, 2001). 
 
L’expression de C/EBPβ est régulée positivement par IL-1, IL-6 et TNF dans un cadre 
inflammatoire (Labialle et al., 2002). D’autre part, C/EBPβ contrôle la régulation de diverses 
cytokines et chimiokines dont IL-6, IL-1β, IL-8, IL-12, TNFα et MCP-1 (Bradley et al., 2003). 
Des travaux montrent que le TNF augmente la quantité d’ARNm de MDR1 ainsi que l’expression 
de la Pgp dans des cellules endothéliales cérébrales microvasculaires (Yu et al., 2007).  
 
Une revue récente souligne le lien entre certains transporteurs ABC et l’inflammation par 
l’intermédiaire de PXR, ce dernier régulant les transporteurs et pouvant être induit par 
l’inflammation afin de réprimer certains gènes (Teng et Piquette-Miller, 2008). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 14 : Quelques uns des facteurs régulant à la fois l’inflammation et les transporteurs ABC, et PXR 
régulant les transporteurs ABC et pouvant être régulé par l’inflammation. 

 
 

• La Pgp et l’inflammation 
 
La Pgp a été montrée comme répondant au processus inflammatoire (McRae et al., 2003) et à 
l’immunomodulation (Richaud-Patin et al., 2004). 
Au niveau hépatique, la majorité des études démontrent une régulation négative du gène mdr1a au 
cours de l’inflammation. IL-6 étudiée isolément conduisait à une diminution de l’expression de 
MDR1 et mdr1b ainsi qu’une diminution de la fonctionnalité de la Pgp. Au niveau intestinal, 
l’inflammation conduit également à une diminution de l’activité et de l’expression de la Pgp 
(Fernandez et al., 2004). En revanche, des patients atteints d’arthrite rhumatoïde, et donc 
d’inflammation chronique, montrent une surexpression de la Pgp (Llorente et al., 2000). 
 
Au niveau cérébral, l’injection intra-cérébroventriculaire de LPS (Lipopolysaccharide) in vivo 
chez le rat, ce qui provoque un phénomène inflammatoire, induit une diminution de l’activité de la 
Pgp et de son expression (Goralski et al., 2003). En revanche, in vitro chez le rat, au niveau des 
cellules endothéliales cérébrales, des études montrent des actions contradictoires du TNFα qui 
peut soit diminuer soit augmenter la fonctionnalité de la Pgp. Il semble que le type de modulation 
dépende du temps de mise en présence de la cytokine pro-inflammatoire, avec une diminution de 
l’activité à des temps courts, et une augmentation à des temps plus longs (Bauer et al., 2007; Hartz 
et al., 2006). L’augmentation de l’activité de la Pgp lors de l’exposition au TNF serait corrélée 
avec une augmentation de la quantité d’ARNm de MDR1 et de l’expression de la protéine (Yu et 
al., 2007). Chez des astrocytes de rat, TNFα et IL-1β induisent une augmentation de l’expression 
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protéique de la Pgp tandis que IL-6 provoque une diminution de cette expression (Ronaldson et 
Bendayan, 2006). 
 
Dans des cellules cancéreuses humaines ayant une forte résistance aux médicaments, il a été 
montré que c’était la production d’IL-6 agissant de façon autocrine qui augmentait l’expression du 
gène MDR1 (Conze et al., 2001). 
 
Si les cytokines ont un effet sur la Pgp, l’inverse est également vrai. Il semble que la Pgp soit 
impliquée dans le transport de cytokines (comme IL-2, IL-4 et IFNγ) au niveau des lymphocytes 
et dans  leur libération (comme IL-2, IL-4, TNFα et IFNγ) au niveau de cellules sanguines 
mononucléées (Drach et al., 1996; Pawlik et al., 2005). 
 

• Les MRP et l’inflammation 
 
Le TNF ne semble pas modifier l’activité de la MRP1 de cellules endothéliales cérébrales de rat 
(Yu et al., 2007). L’administration de LPS chez le rat est associée à une réduction de la quantité 
de MRP2 au niveau hépatique (Tang et al., 2000). IL-6 induit l’augmentation des ARNm de 
MRP1 et MRP3 ainsi qu’une augmentation de leur activité de transport dans des cellules 
humaines (Lee et Piquette-Miller, 2001). Dans des hépatocytes humains traité avec IL-1β, les 
ARNm de MRP2 et MRP3 sont régulés négativement (Le Vee M. et al., 2008). 
 

• L’ABCG2 et l’inflammation 
 
Des hépatocytes humains traités avec IL-1β in vitro voient une régulation négative de l’ARNm 
d’ABCG2 (Le Vee M. et al., 2008). Chez des patients atteints de colites ulcérantes, la phase 
inflammatoire aigüe entraîne une diminution du niveau d’ARNm d’ABCG2, ceci semblant être 
corrélé négativement avec le niveau d’ARNm d’IL-6 (Englund et al., 2007). 
 
 
 

I-D. 6- Transporteurs ABC et pathologies 
 
Le polymorphisme des gènes codant pour les transporteurs ABC peuvent influencer les 
pathologies (Marzolini et al., 2004). 
 
Chez les patients épileptiques, l’expression du gène MDR1 est augmentée dans les tissus 
cérébraux. La Pgp serait ainsi en partie incriminée dans le cas de patients résistants aux 
traitements (Tishler et al., 1995), certains médicaments contre l’épilesie étant pris en charge par 
les transporteurs ABC. Certaines MRP sont également surexprimées chez les patients épileptiques 
pharmaco-résistants (Loscher et Potschka, 2005b).  
 
Dans le cadre des tumeurs cérébrales, beaucoup des anticancéreux lipophiles sont substrats des 
transporteurs ABC (Bart et al., 2000; Kemper et al., 2004). De plus, même lorsque les 
médicaments arrivent à traverser la BHE, ils sont pris en charge au niveau des tumeurs qui 
développent des mécanismes de résistance, principalement l’expression de la MRP1 (Dallas et al., 
2006). Les patients atteints du VIH développent encore beaucoup de maladies neurologiques 
même lorsqu’ils sont sous thérapie (Sacktor, 2002). Beaucoup des antirétroviraux sont substrats 
des transporteurs ABC et confèrent donc une résistance (Dallas et al., 2006).  
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Beaucoup d’autres médicaments sont substrats des transporteurs d’efflux, notamment la Pgp, 
comme les médicaments préconisés dans la dépression (Uhr et al., 2000; Uhr et al., 2003), dans la 
sclérose amyotrophique latérale (Milane et al., 2007), ou dans la maladie d’Alzheimer (Saengkhae 
et al., 2007). La Pgp a également été incriminée dans la maladie de Parkinson, car la forme 
sporadique de cette dernière pourrait être liée aux pesticides qui sont, eux, substrats de la Pgp (Lee 
et Bendayan, 2004).  
 
Un fait intéressant est que la Pgp peut également avoir un effet bénéfique dans certaines neuro-
pathologies, notamment dans la maladie d’Alzheimer où ce transporteur participerait à la 
limitation de l’accumulation cérébrale des amyloïdes β (Cirrito et al., 2005). 
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I-E. L’endotheline 1 
 
 
L’endothéline 1 (ET-1) a été isolée en 1988 par Yanagisawa et al. Il s’agit d’un peptide de 21 
acides aminés possédant de ponts disulfures intramoléculaires et qui s’est révélé être un puissant 
vasoconstricteur et vasodilatateur, que ce soit in vitro ou in vivo (Wright et Fozard, 1988; 
Yanagisawa et al., 1988). La famille des endothélines comprend 3 membres, ET-1, ET-2 et ET-3, 
codés par 3 gènes différents, tous les peptides faisant la même taille (Inoue et al., 1989).  
 
Chez l’homme, le précurseur d’ET-1 est la prepro-endothelin 1 (PPET-1) qui a une longueur de 
légèrement supérieure à 200 acides aminés (212 acides aminés chez l’homme, 203 chez le porc) 
(Itoh et al., 1988). Un premier clivage donne la pro-endothéline 1 (proET-1), puis un second 
amène à la big-endothelin 1 (bigET-1) composée d’une quarantaine d’acides aminés (38 chez 
l’homme, 39 chez le porc et le rat) pour enfin donner, via un dernier clivage, la molécule active 
biologiquement : ET-1. Les clivages successifs permettent notamment de débarrasser le peptide 
de ses séquences signal puis des résidus basiques présents dans la partie carboxy-terminale (Kido 
et al., 1997; Xu et al., 1994). La bigET-1 est un intermédiaire nécessaire à la formation de ET-1 
(Fabbrini et al., 1993). L’enzyme responsable de cette dernière étape est l’ECE-1 (Endothelin 
Converting Enzyme) qui permet un clivage protéolytique inhabituel entre un tryptophane et une 
valine (Fabbrini et al., 1993; Shimada et al., 1995; Takahashi et al., 1993).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 15 : Structure des trois isoformes de l’endothéline : ET-1, ET-2 et ET-3. Les acides aminés en vert sont 

ceux qui diffèrent de la séquence d’ET-1. Chez la souris, la sérine (Ser) en position quatre d’ET-2 est remplacée 
par une asparagine (Asn). N détermine le côté N-terminal et C le carboxy-terminal. Extrait de (Masaki, 2004). 

 
 
ET-1 est présente dans de très nombreux tissus, mais ce sont surtout les cellules endothéliales qui 
la produisent (Masaki, 2004). Dans le SNC, ET-1, tant le peptide que l’ARNm, a été identifiée en 
de nombreuses régions dont les cellules endothéliales des vaisseaux sanguins cérébraux (Naidoo 
et al., 2004; Yoshimoto et al., 1990). Il est produit, entre autres, par les cellules endothéliales 
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(Yanagisawa et al., 1988), les astrocytes (Ehrenreich et al., 1991), les cellules gliales 
(MacCumber et al., 1990) et par les neurones (Giaid et al., 1989; Lee et al., 1990). 
 
 

I-E. 1- Fonction de l’endothéline 1 
 
ET-1 est un peptide capable d’agir de façon autocrine et paracrine (Schinelli, 2006; Shichiri et al., 
1991) et qui possède un grand nombre de fonctions biologiques. 
  
ET-1 a tout d’abord un rôle dans la vasoconstriction et vasodilatation (Wright et Fozard, 1988; 
Yanagisawa et al., 1988).  
ET-1 est également un neuromodulateur ayant un effet sur l’excitabilité neuronale en modulant 
la libération de neurotransmetteurs comme la susbstance P (via une action sur les canaux calcium) 
(Yoshizawa et al., 1989), la norépinephrine ou encore le neuropeptide Y (Hoang et al., 2002). Au 
niveau cérébral chez le rat, in vitro et in vivo, ET-1 permet la libération de glutamate et de 
dopamine (Webber et al., 1998). 
ET-1 a un rôle dans la nociception, notamment la douleur inflammatoire, neuropathique et 
tumorale. Ainsi, au niveau périphérique, ET-1 serait un inducteur de la douleur, alors qu’au 
niveau du SNC il l’inhiberait via l’hypothalamus (Hans et al., 2008).  
ET-1 est impliquée dans la migration  et l’invasion cellulaire, notamment via les molécules 
d’adhésion et les MMP (Bagnato et al., 2004; Mangahas et al., 2005), dans la prolifération  
cellulaire (Gadea et al., 2008; Gallelli et al., 2005), l’apoptose (Okazawa et al., 1998), la survie 
cellulaire (Pflug et al., 2007; Shichiri et al., 1991). 
ET-1, sur des cellules humaines provenant du nerf optique, permet une augmentation du collagène 
de type I et IV par le biais de ses deux récepteurs ETA et ETB (Rao et al., 2008). 
 
ET-1 a également un rôle dans l’inflammation comme cela est décrit dans un paragraphe un peu 
plus loin. 
 

 

I-E. 2-  Les récepteurs ETA et ETB de  l’endothéline 1 
 
Il existe deux récepteurs aux endothélines, ETA et ETB, codés par des gènes différents (Sakurai et 
al., 1992). Ce sont des récepteurs possédant sept domaines transmembranaires et couplés aux 
protéines G qui ont différentes affinités pour les différentes endothélines. ETA a une plus grande 
affinité pour ET-1 et ET-2 alors qu’ETB lie de la même façon les trois endothélines (Arai et al., 
1990; Sakurai et al., 1990). Les deux types de récepteurs sont exprimés par les cellules 
endothéliales du SNC humain (Zidovetzki et al., 1999), les astrocytes (Schinelli et al., 2001), les 
péricytes chez le bovin (Takahashi et al., 1989), les cellules de Schwann immortalisées (Wilkins 
et al., 1997). Dans le cerveau, on trouve majoritairement le récepteur ETB, ETA étant situé sur 
les cellules endothéliales et les vaisseaux cérébraux (van den Buuse M. et Webber, 2000).  
 
La stimulation des récepteurs par l’endothéline conduit à un turnover d’inisitol phosphate, à une 
mobilisation intracellulaire de calcium, à une activation de PKC, à une inhibition de 
l’accumulation intracellulaire d’AMPc et à une activation des différentes voies de signalisation 
dépendant de MAPK (mitogen-activated protein kinase) (Rubanyi et Polokoff, 1994). 
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ETB est impliqué dans la prolifération et l’hypertrophie des astrocytes, l’activation de l’expression 
du BDNF (Brain Derived Neurotrophic Factor) (Koyama et al., 2005b) et de la neurotrophine 3 
(Koyama et al., 2005a) dans ces mêmes cellules. Il est également impliqué dans la libération de 
dopamine (Webber et al., 1998).  
ETB, dans des cultures de cellules hépatiques humaines, semble intervenir dans l’inhibition de la 
croissance cellulaire dans une voie impliquant l’AMPc et la kinase de c-Jun (Mallat et al., 1996). 
ETB intervient dans la clairance des ET, la libération de NO et prostaglandine, et l’inhibition 
d’ECE-1 (Hynynen et Khalil, 2006). 
ET-1 agit sur le stress oxydatif, la prolifération et l’apoptose par le biais de ETB, de la NADPH 
oxydase et Akt (Dong et al., 2005). 
Dans la nociception, ETB peut induire une analgésie ou une réponse de douleur (Hans et al., 
2008). 
 
ET-1 agirait de façon paracrine sur les récepteurs ETA et ETB des muscles lisses, provoquant la 
contraction. L’activation d’ETB des cellules endothéliales stimule la production de prostacycline 
et d’oxyde nitrique pour permettre la vasodilatation (Pollock, 2005).   
 
ETA permet la prolifération cellulaire (Hynynen et Khalil, 2006). Dans les cellules épithéliales 
intestinales de rat, le récepteur ETA intervient dans l’induction de la croissance cellulaire 
(Shigematsu et al., 1998).  
La survie cellulaire par ET-1 est engagée via ETA et la voie PI3-kinase/Akt (Pflug et al., 2007).  
Dans la nociception, la stimulation de ETA conduit toujours à la douleur (Hans et al., 2008). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figure 16: Quelques exemples des fonctions sur lesquelles agissent les récepteurs ETA et ETB. 
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I-E. 3-  Régulation de la voie de l’endothéline 1 
 
 
Plusieurs niveaux de régulation d’ET-1 peuvent être envisagés. Chaque acteur de la voie de 
synthèse d’ET-1 peut être régulé, cette régulation se répercutant ainsi sur les concentrations d’ET-
1 active. 
 
 

• Régulation des précurseurs de synthèse : 
 
L’expression de l’ARNm de PPET-1 peut être modulée positivement par différents éléments dont 
l’IL-1 β (Yoshizumi et al., 1990) et le TGF β (Kurihara et al., 1989). 
Le promoteur de PPET-1 contient un motif GATA, un site de liaison AP1/c-jun et une boite 
TATAA. Il semble que le site AP1 permette la régulation par Fos et Jun (Lee et al., 1991).  
 
 
 

• Régulation des récepteurs ETA et ETB 
 
Dans la transduction des signaux intracellulaires, on trouve les voies de PKC et MAPK (Nilsson 
et al., 2008). Chez l’homme, il y a trois voies principales distinctes de MAPK permettant la 
régulation de l’expression des gènes : ERK1/2 (extracellular signal related kinases 1 and 2), JNK 
(c-jun terminal kinase) et p38 MAPK (Hazzalin et Mahadevan, 2002).  
 
Les récepteurs ETA et ETB seraient notamment régulés positivement par la voie de PKC chez le 
porc et le rat,  par la voie ERK1/2, et par la voie JNK (figure 17). La voie PKC est associée au 
remodelage vasculaire dans l’hypertension, à l’hypertrophie des cardiomyocytes et à la 
modulation du flux sanguin par le récepteur ETB chez le rat. La voie ERK semble impliquée dans 
la croissance cellulaire, dans la régulation positive des récepteurs ETB contractiles dans des artères 
cérébrales de rat et dans la modulation du flux sanguin par le récepteur ETB chez le rat. Enfin, la 
voie JNK peut être induite par les cytokines inflammatoires, les chocs osmotiques, les UV, et est 
impliquée dans l’hypertrophie et l’apoptose au niveau cardiaque chez le rat (Nilsson et al., 2008). 
 
D’autre part, l’ET-1 elle-même induit une régulation de ses récepteurs soit en limitant le nombre 
de sites de liaison vacants soit en induisant une régulation négative (Clozel et al., 1993).  
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Figure 17: Exemples de régulation des récepteurs ETA et ETB à l’endothéline. 
 
 
 

• Régulation de la libération d’ET-1 
 
Deux voies de sécrétion sont employées par ET-1. La voie constitutive et la voie régulée. La voie 
constitutive libère de toutes petites quantités d’ET-1 permettant un équilibre pour l’activité de 
vasoconstriction/vasodilatation. Différentes conditions peuvent en revanche influer sur la voie 
régulée, qui lorsqu’elle est activée, permet la libération de l’ET-1 conservée en intracellulaire 
(Russell et Davenport, 1999). 
 
Nous verrons un peu plus loin d’autres stimuli pouvant intervenir dans la régulation des voies de 
signalisation de l’ET-1. 
 
 
 

I-E. 4- L’endothéline 1, le CNS et la BHE 
 
Il a été établi qu’ET-1 ne pouvait pas traverser la BHE (Lampl et al., 1997). En revanche, des 
administrations répétées d’ET-1 chez le rat et le chien provoque une forte augmentation de la 
perméabilité de la BHE, et ce, via ETA chez le chien (Narushima et al., 2003). In vitro, il a été 
confirmé qu’ET-1 augmentait la perméabilité de la BHE issue de cellules humaines (Didier et al., 
2003). Cependant, chez le rat, des temps courts d’exposition à l’ET-1 n’entraînaient pas 
d’augmentation de la perméabilité des capillaires cérébraux (Hartz et al., 2004). 
Il semble qu’ET-1 soit l’un des médiateurs entre les cellules endothéliales et les péricytes 
(Dehouck et al., 1997). 
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Les endothélines sont capables d’inhiber les communications cellulaires entre les astrocytes et ont 
besoin, pour ce faire, d’un récepteur ETB fonctionnel  (Blomstrand et al., 2004).  
Par ailleurs, les astrocytes peuvent réduire la concentration extracellulaire en ET-1 via ETA et ETB 
(Hasselblatt et al., 1998). 
 
 
ET-1 régule la prolifération et l’activation des astrocytes (figure 18) 
 
Des études ont montré qu’ET-1 activait ERK (extracellular signal-regulated kinase) dans les 
astrocytes (Cazaubon et al., 1997) et conduisait à la phosphorylation de CREB (cAMP Response 
Element-binding Kinase) dans les cellules de Schwann (Tabernero et al., 1998) et dans les cellules 
astrocytaires (Bohm et al., 1995). L’induction de la phosphorylation de CREB dans les astrocytes 
se ferait par le biais de deux cascades de MAPK, l’une faisant intervenir la voie PKC/ERK, et 
l’autre la voie p38MAPK (Schinelli et al., 2001). ET-1 augmente la transcription du gène c-fos 
dans les astrocytes (Ladenheim et al., 1993). De plus, ET-1 peut induire l’activation de Rap1 ce 
qui induit ensuite l’activation de la kinase B-Raf, évènements qui seraient nécessaires à la 
propagation de la signalisation via ERK (Schinelli et al., 2001). Les astrocytes sont la cible 
privilégiée d’ET-1 dans le cerveau. ET-1 est capable d’induire la cascade c-Jun dans les astrocytes 
pour conduire à leur activation (Gadea et al., 2008). Dans ce cadre, ET-1 régulerait les deux 
composants du complexe AP-1, c-Fos et c-Jun, dans les astrocytes. Les deux voies JNK (c-jun N-
terminal protein Kinase) et ERK semblent contribuer à cette activation in vitro et in vivo. Les 
auteurs font l’hypothèse que les voies JNK et ERK conduisent à l’activation de facteurs 
transcriptionnels tels que c-Fos et c-Jun, puisque c-Jun a notamment été impliqué dans la survie et 
la prolifération cellulaire (Gadea et al., 2008). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 18 : Quelques unes des molécules activées par ET-1 dans les astrocytes. Pour les références, voir le 
corps de texte. 

 
 

I-E. 5- L’endothéline 1 et l’inflammation 
 
Plusieurs études établissent un lien clair entre ET-1 et l’inflammation, que ce soit la réaction 
inflammatoire en général ou les différentes molécules qui en sont les acteurs.  
Ainsi, au niveau gastrique, chez le rat, le niveau d’ET-1, lors de réactions inflammatoires induites 
par le LPS in vivo, est associé à la sévérité de l’inflammation. Il semble que dans ces conditions 
l’ET-1 participe à limiter l’étendue de la réaction inflammatoire puisque lors de l’inhibition 
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d’ECE, l’inflammation de la muqueuse gastrique augmentait (Slomiany et Slomiany, 2005). Elle 
participe également au recrutement et à l’accumulation des leucocytes (Sampaio et al., 2000). 
L’ET-1 serait sécrétée par les monocytes et macrophages lors de l’infection et de l’inflammation, 
chez l’homme (Ehrenreich et al., 1990).  
 
Le récepteur ETA est impliqué dans l’accumulation des leucocytes lors d’une inflammation 
induite au LPS chez les souris (Sampaio et al., 2004).  
Des études semblent indiquer que le récepteur ETB interviendrait dans la fièvre liée à 
l’inflammation (Pittman, 2006). 
 
 

• Effet d’ET-1 sur les molécules d’adhésion 
 
Les cellules endothéliales vasculaires cérébrales humaines voient l’expression de leurs molécules 
d’adhésion augmenter lors d’une exposition à l’ET-1 (McCarron et al., 1993) qui régule ainsi 
l’interaction entre les leucocytes et les cellules endothéliales (Zouki et al., 1999). 
ETB est impliqué dans la faculté d’adhésion des monocytes humains (King et al., 1997). Les 
cellules endothéliales, sur lesquelles se fixent les leucocytes, expriment davantage de VCAM-1, 
molécule d’adhésion de certains leucocytes, lors d’une stimulation par ET-1, et ce uniquement 
lorsqu’il y a conjointement une activation par le TNF, TNF et endothéline agissant de façon 
synergique. Cette augmentation de l’expression de VCAM est attribuée au récepteur ETB 
(Ishizuka et al., 1999). 
L’ET-1 est capable de promouvoir l’agrégation et de réguler positivement l’expression des 
intégrines CD11b/CD18 des neutrophiles, cellules qui sont pourvues de récepteurs ETA (Gomez-
Garre et al., 1992; Lopez et al., 1993; Lopez-Farre et al., 1995; Zouki et al., 1999). 
 
 

• Effet des cytokines sur ET-1 et vice-versa 
 
 
In vitro, IL-8 induit la production d’ET-1 par des cellules endothéliales humaines du cordon 
ombilical (Cheng et al., 2008), et ET-1 induit la production d’IL-8 par des cellules endothéliales 
cérébrales humaines (Zidovetzki et al., 1999). 
 
Les cytokines IL-1β (Yoshizumi et al., 1990) et TGF β (Kurihara et al., 1989) peuvent favoriser 
l’expression des ARNm codant pour ET-1, et le TNFα augmente l’expression en ARNm et en 
protéine d’ET-1 dans un modèle humain de BHE (Didier et al., 2003; Marsden et Brenner, 1992). 
A l’inverse, l’ET-1 peut conduire à la sécrétion de cytokines. Ainsi, l’ET-1 induit la sécrétion 
d’IL1β chez les astrocytes (Didier et al., 2003), et la sécrétion de CXCL1 et CXCL8 (IL-8), des 
chimiokines importantes dans le recrutement des neutrophiles sur le site de l’inflammation 
(Kobayashi, 2008), via le récepteur ETB dans des cellules humaines de mélanomes (Mangahas et 
al., 2005). Le récepteur ETA intervient lui dans l’augmentation, par des cellules cérébrales 
endothéliales humaines, de la sécrétion d’IL-8 lors d’une exposition à l’ET-1, et ce, via PKC et 
NF-κB (Zidovetzki et al., 1999). Des fibroblastes humains exposés à ET-1 libéraient de l’IL-11 en 
faisant intervenir le récepteur ETA et comme voie des MAPK celle de p38/JNK/ERK. Ces mêmes 
fibroblastes sécrétaient également IL-6 par le biais du récepteur ETA, mais ce via une cascade 
différente de phosphorylation (Gallelli et al., 2005). Les cellules musculaires lisses humaines 
(Browatzki et al., 2000; Marsden et Brenner, 1992) et des cellules endothéliales humaines 
(Stankova et al., 1996) sécrètent également de l’IL-6 après stimulation par l’ET-1. Dans un 
modèle animal de rejet d’allogreffe cardiaque, un blocage du récepteur ETA modifie les taux 
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circulant en TNFα et IL-1ra (antagoniste endogène du récepteur à l’IL-1), ainsi que l’expression 
des gènes codant pour IL-10, IL-6 et IL-1ra (Lattmann et al., 2005; Marsden et Brenner, 1992). 
Des macrophages de souris et des cellules microgiales exposés à différentes endothélines voient 
leur production de cytokines telles que IL-1 et IL-6 stimulée (Speciale et al., 1998). 
 
L’IL-2 amène à la production d’ET-1 par des cellules épithéliales intestinales de rat, ET-1 
intervenant alors via son récepteur ETA dans la croissance cellulaire (Shigematsu et al., 1998). 
Une diminution d’IL-4 provoquée par l’ingestion chronique d’alcool chez le rat, conduirait à une 
augmentation de la production d’ET-1 et de TNFα dans le cadre de l’ulcère de la muqueuse 
buccale (Slomiany et al., 1999). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 19 : Quelques exemples des éléments de l’inflammation sur lesquelles agissent les récepteurs ETA et ETB. 
 
 
 
 

• Effet d’ET-1 sur les MMP 
 
L’ET-1, via son récepteur ETB et les voies FAK (Focal Adhesion Kinase) et ERK, induit 
l’activation des metalloprotéinases MMP2 et MMP9 dans des cellulles humaines de mélanomes 
(Bagnato et al., 2004). Toujours chez l’homme, mais au niveau des astrocytes de la tête du nerf 
optique, l’ET-1 augmente l’expression de MMP2 et de ses inhibiteurs TIMP1 et TIMP2 (tissue 
inhibitors of matrix metalloproteinase) via ERK-MAPK et PKC (He et al., 2007). Chez le rat, une 
exposition au stress régule positivement MMP2 et MMP9 via l’activation d’ETA (Ergul et al., 
2003). Dans les cellules mésangiales de rat, l’ET-1 inhibe la production et l’activation de MMP2 
(Yao et al., 2001). Notons qu’in vitro, MMP-2 est capable de cliver big-ET-1 pour donner une 
autre forme d’ET-1 avec une dizaine d’acides aminés supplémentaires, ET-1[1-32], possédant 
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aussi des propriétés vasoconstrictrices. ET-1[1-32] induit la libération, par la voie Ras/Raf-
1/MEK/Erk, de MMP9 par les neutrophiles, MMP9 pouvant cliver bigET-1 en  ET-1[1-32] et 
régulant ainsi le processus de façon positive (Fernandez-Patron et al., 1999).  
 

• Des facteurs de transcriptions communs entre ET-1 et les molécules de 
l’inflammation 

 
La transcription d’ECE-1 peut être régulée par Nkx2-5 (Funke-Kaiser et al., 2003). 
Nkx2-5 serait impliqué dans l’expression de molécules de l’inflammation, des jonctions serrées et, 
avec NF-κB, dans le promoteur des peptides natriurétiques cérébraux (Saban et al., 2007). 
 

• Relation entre ET-1 et MCP-1 
 
L’étude des maladies inflammatoires rénales chez le rat in vivo a montré qu’en bloquant le TNFα, 
il s’ensuivait une diminution de l’excrétion de ET-1 et de MCP-1 (Elmarakby et al., 2008). Dans 
l’ischémie expérimentale rénale du rat, in vivo, la quasi abolition de l’activité de NF-κB permet de 
réduire la quantité d’ARNm et la présence immunohistochimique de MCP-1 ainsi que 
l’expression d’ET-1 et de iNOS (inducible nitric oxyde synthase) (Cao et al., 2004). 
 
Au niveau des cellules endothéliales aortiques de rat et de bovin, une molécule permettant 
l’ouverture des canaux potassium ATP dépendants provoquait l’inhibition de la sécrétion et de la 
synthèse d’ET-1, l’augmentation de la sécrétion de NO et l’augmentation du niveau basal de 
calcium intracellulaire libre. Cette même molécule inhibait la surexpression de MCP-1 observée 
dans certaines conditions (hyperglycémie…) (Wang et al., 2007). 
Dans les cellules vasculaires musculaires lisses, un traitement inhibant la formation des FRO 
diminue aussi la production à la fois d’ET-1, IL-6 et MCP-1, et amoindrit l’activation de AP-1 et 
NF-kappaB (Ryu et al., 2007). 
Dans le cadre du diabète de type 2, au niveau des fibroblastes, l’ET-1 augmente l’expression et la 
sécrétion de MCP-1 et IL-6, et ce, principalement via le récepteur ETA (Solini et al., 2007).  
 
Dans différentes études in vitro, la diminution ou l’augmentation d’ET-1 est souvent associée à 
celle de MCP-1 et vice-versa, sans que de corrélation directe n’ait été établie (Rajagopalan et al., 
2003; Sohn et al., 2005; Verma et al., 2003). Chez des patients atteints de sclérose systémique le 
niveau d’ET-1 dans le sérum corrélait avec celui de MCP-1 (Peterlana et al., 2006). 
 
Au niveau cérébral, et notamment au niveau des astrocytes, in vivo chez le rat, l’utilisation d’un 
agoniste spécifique du récepteur ETB durant trois à sept jours induit la production de MCP-1 
(Koyama et al., 2007). La microglie activée chez le rat présente une augmentation  en ARN 
messagers d’ET-1 et de MCP-1 (Wu et al., 2006).  
Les études in vivo sur un modèle de souris MCAO (middle cerebral artery occlusion) ont montré 
une induction d’ET-1 et de MCP-1 par l’ischémie, l’expression d’ET-1 précédent celle de MCP-1. 
Des expériences in vitro réalisées par la même équipe sur des cellules endothéliales humaines 
dérivées du SNC de 4 patients mirent en évidence que 10 nM d’ET-1 induisaient sur ces cellules 
une augmentation de l’expression des ARNm de MCP-1 via le récepteur ETA et PK-C (et non PK-
A) après une heure d’incubation, et une augmentation de la sécrétion de MCP-1 après 24 heures 
d’exposition, le maximum correspondant à 48 heures d’exposition à l’ET-1. Cette augmentation 
est d’autant plus importante lorsque les cellules sont exposées à la fois à ET-1 et TNFα ou à ET-1 
et IL-1β (sachant qu’IL-1β et TNFα seuls induisent également une augmentation de la sécrétion 
de MCP-1 mais qui n’a pas autant d’ampleur que conjugué avec ET-1) (Chen et al., 2001). MCP-
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1 induit l’augmentation en ARNm d’ET-1 et d’ECE, et la libération d’ET-1 par des cellules 
endothéliales humaines (Molet et al., 2000). 
 
 

I-E. 6- Endothéline 1 et pathologies cérébrales 
 
Des quantités plus élevées d’ET-1 ont été retrouvées dans le plasma et le LCR de patients 
souffrant d’hypertension, d’accidents vasculaires cérébraux ischémiques et d’hémorragies 
subarachnoïdes (Masaoka et al., 1989; Suzuki et al., 1990; Yasuda et al., 1990), de sclérose en 
plaques (Haufschild et al., 2001; Speciale et al., 2000) ; dans le LCR de patients atteints de la 
maladie d’Alzheimer (Yoshizawa et al., 1992) et de l’encéphalopathie associée au VIH (Rolinski 
et al., 1999). 
 
 

- Maladie d’Alzheimer 
 
Non seulement le LCR de patients atteints de la maladie d’Alzheimer contient des quantités plus 
élevées d’ET-1, mais on décèle dans le cortex post mortem de patients (Minami et al., 1995) et au 
niveau des astrocytes de patients (Zhang et al., 1994b) une immuno-réactivité de type ET-1 
accrue. Les auteurs firent l’hypothèse que ceci pouvait avoir un impact sur le flux de la 
microcirculation sanguine cérébrale qui est diminuée chez les malades. Des études sur des 
vaisseaux cérébraux isolés de patients et dans un modèle de souris transgénique de la maladie 
d’Alzheimer, montrent que les peptides amyloïdes β augmentent les propriétés 
vasoconstrictrices/vasodilatatrices d’ET-1 et que ceci serait en lien avec l’inflammation (Paris et 
al., 2003).  
 
L’ECE-1 serait capable de dégrader les peptides amyloïdes β et serait donc impliquée dans la 
maladie d’Alzheimer (Eckman et al., 2003). Les agonistes du récepteur ETB ont un rôle protecteur 
sur les neurones contre la neurotoxicité des amyloïdes β (Yagami et al., 2002). D’autre part, chez 
des souris surexprimant les peptides amyloïdes β, un dysfonctionnement endothélial (perte de la 
vasodilatation dépendant de l’endothélium due à une diminution en vasodilatateurs tels que NO et 
à une augmentation des vasoconstricteurs dont ET-1) important dans la maladie d’Alzheimer 
pouvait être contrecarré par l’administration chronique d’antagonistes aux récepteurs d’ET, 
impliquant ainsi le système endogène des endothélines dans cette pathologie (Elesber et al., 2006). 
 
 

- Maladie d’ Hirschsprung 
 
Des mutations dans les gènes codant pour ET-3 et ETB expliqueraient certains cas familiaux de 
maladie d’Hirschsprung (Puffenberger et al., 1994; Tanaka et al., 1998). 
 
 

- Encéphalopathie associée au VIH 
 
Dans un modèle humain de BHE, une exposition à la protéine virale gp120 induit la production 
d’ET-1 par les cellules endothéliales cérébrales (Didier et al., 2002). Une corrélation a été établie 
entre la sévérité des encéphalopathies associées au VIH et la concentration en ET-1 dans le LCR 
des patients (Rolinski et al., 1999). Notons qu’il semble que certaines combinaisons 
thérapeutiques utilisées dans le traitement de l’infection par le VIH-1 engendrent des libérations 
d’ET-1 (Hebert et al., 2004). 
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- Glaucome 

 
Les patients atteints de certains glaucomes ont un niveau d’ET-1 significativement supérieur à 
celui des personnes non atteintes (Noske et al., 1997; Sugiyama et al., 1995). La mort cellulaire 
causée par ET-1 pourrait être due à la l’activation de NOS (nitric oxide synthetase) et la 
production d’anion superoxyde, notamment dans le cas des neurones rétiniens (Oku et al., 2008).   
 
 

- Ischémie/Hypoxie 
 
Le niveau du récepteur ETB est augmenté après un dommage ischémique ou hypoxique sur des 
cellules astrocytaires de rat (Shibaguchi et al., 2000) et suite à un neurotrauma sur des cellules 
gliales in vivo chez l’homme et l’animal (Rogers et al., 1997). Les dommages neuronaux sont 
augmentés chez les rats déficients en récepteur ETB lors d’une exposition à une hypoxie/ischémie 
in vivo (Siren et al., 2002). 
 
 

- Tumeurs cérébrales 
 
L’expression d’ET-1 et de ses récepteurs a été démontrée dans les glioblastomes humains 
(Harland et al., 1995; Harland et al., 1998; Tsutsumi et al., 1994). Des études, sur des biopsies de 
tissus humains de glioblastomes, montrent que les ARNm de PPET-1, ECE-1 et ETA sont surtout 
présents dans les vaisseaux tumoraux tandis qu’ETB est surtout exprimé par les cellules tumorales 
(Egidy et al., 2000). Dans des lignées de cellules humaines de glioblastomes, ET-1 n’était pas 
impliquée dans la prolifération tumorale mais dans sa survie, probablemnt via la phosphorylation 
d’ERK et la voie PKC (Egidy et al., 2000).  
 
 

- Migraines 
 
ET-1 semble être impliqué dans les attaques migraineuses puisque son niveau augmente durant 
ces évènements (Gallai et al., 1994; Kallela et al., 1998). D’autre part, il y aurait aussi une relation 
entre le polymorphisme du récepteur ETA et la migraine (Tzourio et al., 2001). 
 
 
 

I-E. 7- L’endothéline 1 et les transporteurs ABC 
 
Chez le rat, ET-1 provoque une régulation négative rapide du transport de la Pgp et ce, via le 
récepteur ETB et l’activation des enzymes NOS et PKC (Hartz et al., 2004). Les études qui 
suivirent par la même équipe indiquent qu’ET-1 provoque une diminution de l’activité de la Pgp à 
des temps courts d’exposition (1 heure) puis qu’elle augmente l’activité du transporteur à des 
temps plus longs d’exposition (6 heures). Ce dernier phénomène semble lié à la libération de la 
Pgp internalisée ou inactivée et à l’augmentation de synthèse du transporteur (Bauer et al., 2007). 
La voie de signalisation alors impliquée passe par les récepteurs ETA et ETB qui, lorsqu’ET-1 s’y 
est fixé, activent NOS puis PKC provoquant l’activation de NF-κB (Nuclear Factor κB) et sa 
translocation depuis le cytoplasme vers le noyau ce qui engendre l’augmentation de l’expression 
de la Pgp (figure 20). 
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Figure 20 : Régulation de l’activité de la Pgp par l’ET-1 in vitro chez le rat. Extrait de (Bauer et al., 2007) 

 
 
La MRP2, chez le poisson, peut être régulée par ET-1 : ET-1 se lie à ETB ce qui active NOS et 
induit une augmentation de NO, qui à son tour active PKC conduisant à une modulation du 
transport par la MRP2 (Notenboom et al., 2002). 
Notons que la MRP6 peut transporter l’antagoniste au récepteur endothéline BQ123 (Nies et al., 
2004). 
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II- OBJECTIFS 
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Le SNC est un organe complexe et privilégié protégé, entre autres, par la BHE. Celle-ci, limite 
l’entrée des composés et xénobiotiques du fait de sa structure, comme les jonctions serrées, et de 
sa composition, avec la présence de transporteurs d’efflux spécialisés, notamment la Pgp. La BHE 
est un élément clé aussi bien dans la neuro-inflammation que dans beaucoup de pathologies 
cérébrales, elles même souvent associées à l’inflammation. 
 
La neuro-inflammation est un processus complexe faisant intervenir des cellules spécialisées 
comme la microglie, les macrophages ou les lymphocytes, ainsi que des médiateurs tels que les 
cytokines (par exemple l’IL-6), les chimiokines (comme la MCP-1 et l’IL-8), et d’autres 
molécules comme les molécules d’adhésion et les MMP. Ces éléments de la neuro-inflammation 
agissent aussi au niveau de la BHE et de ses transporteurs.  
 
Une autre molécule récemment impliquée dans la neuro-inflammation est l’endothéline 1. Ce 
peptide, aux multiples activités biologiques, est capable d’agir sur les MMP, les molécules 
d’adhésion, sur certaines cytokines et sur certaines chimiokines. L’ET-1 est d’ailleurs impliquée 
dans de nombreuses pathologies cérébrales comme la maladie d’Alzheimer, l’encéphalopathie 
associée au VIH, les tumeurs cérébrales ou encore l’ischémie cérébrale.  
 
Peu de données de la littérature décrive le rôle d’ET-1, à un niveau cérébral, sur l’IL-8, la MCP-1 
et l’IL-6, toutes des cytokines et chimiokines très importantes de la neuro-inflammation. 
 
L’ET-1 agit également sur la perméabilité de la BHE ainsi que sur les cellules qui la compose, et 
semble jouer un rôle dans la régulation de certains transporteurs ABC chez l’animal. Ainsi, chez 
le rat, l’ET-1 module l’activité de la Pgp présente au niveau de la BHE.  
 
Les transporteurs ABC sont des pompes d’efflux prenant en charge un grand nombre de 
xénobiotiques et de molécules thérapeutiques. La compréhension de leur régulation est donc 
essentielle pour l’amélioration des thérapies visant le SNC.  
 
Les données concernant la régulation des transporteurs ABC au niveau cérébral chez l’homme 
sont rares, aussi nos principaux objectifs furent de déterminer : 

- l’effet de l’ET-1 sur l’expression et l’activité de certains transporteurs ABC au niveau de 
la BHE humaine, 

- l’effet de l’ET-1 sur la sécrétion de cytokines et chimiokines inflammatoires par la BHE 
humaine. 

 
Pour ce faire, nous avons utilisé un modèle in vitro de BHE humaine, composé de cellules gliales 
et de cellules endothéliales. Après avoir isolé les cellules et les avoir caractérisées, le modèle a été 
évalué puis soumis à l’action de l’ET-1. L’effet de l’ET-1 a été comparé dans deux modèles de 
BHE in vitro humaines. L’un était composé de cellules fœtales cérébrales humaines (afin 
d’étudier un contexte de transmission materno-fœtal), l’autre était composé de cellules adultes 
cérébrales humaines. Nous nous sommes alors attachés à regarder les effets du peptide sur la Pgp, 
la MRP1 et l’ABCG2 (ou BCRP), tant au niveau de leur expression protéique que de leur 
fonctionnalité. Nous avons également évalué la modulation induite par l’ET-1 sur la sécrétion de 
différentes cytokines inflammatoires, comme la MCP-1, l’IL-8 et l’IL-6. 
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III- MATERIEL et METHODES 



A. HEMBURY                                                              BHE et ET-1 : REGULATION des TRANSPORTEURS ABC et des CYTOKINES INFLAMMATOIRES 

- 59 - 

 

III-A. Choix du modèle d’étude 
 
 
Il était important pour notre équipe de pouvoir travailler sur le modèle humain de BHE. Dans la 
mesure où nous souhaitions voir les effets d’un peptide non neutre sur le plan physiologique, nous 
nous sommes naturellement tournés vers un modèle in vitro de BHE humaines. 
Les modèles in vitro permettent une simplification de la structure mettant en avant les paramètres 
essentiels à étudier. Ainsi, il est possible de voir la réaction de la BHE en s’affranchissant de 
l’influence de tout autre organe, pathologie, état de stress ou autre. D’autre part, le modèle in vitro 
permet des études mécanistiques.  
 
A l’heure actuelle, seules deux techniques permettent d’étudier la BHE humaine : la TEP 
(tomographie par émission de positrons), une méthode non invasive permettant de déterminer la 
perméabilité de la BHE pour un traceur radio-marqué, et la technique du modèle in vitro dans 
lequel les cellules endothéliales microvasculaires cérébrales (CEMC) forment une monocouche 
mimant la BHE (Cecchelli et al., 2007).   
 
Il existe des lignées de cellules endothéliales cérébro-microvasculaires (Muruganandam et al., 
1997), mais elles ne permettent pas d’avoir des jonctions serrées suffisamment restrictives 
(Cecchelli et al., 2007). 
 
Les cellules issues de cultures primaires, lorsqu’elles sont utilisées précocement après un faible 
nombre de passages, conservent les propriétés biochimiques et morphologiques qui caractérisent 
la BHE in vivo (Cecchelli et al., 2007). Cependant, pour ce faire, les CEMC ont besoin de la 
présence de cellules gliales ou des facteurs qu’elles génèrent (Dehouck et al., 1990; Wolburg et 
al., 1994).   
 
Certaines équipes ont obtenu la meilleure imperméabilité d’une monocouche endothéliale d’un 
modèle de BHE de rat lorsque ces cellules étaient co-cultivées à la fois avec des astrocytes et des 
péricytes (Nakagawa et al., 2007). 
 
Ci-après nous décrirons les méthodes, le matériel étant inventorié à la fin de ce chapitre. 
 
 
 

III-B. Le modèle humain de BHE 
 

III-B. 1-  Obtention des tissus et cellules 
 
Les méthodes utilisées sont basées sur les travaux de (Josserand et al., 2006; Megard et al., 2002) 
 
Des échantillons cérébraux, correspondant à des parties de tissus sains, issus de cortectomies de 
patients épileptiques (prélèvements chez des adultes testés négatifs pour le HIV-1, l’hépatite B et 
les tumeurs cérébrales) nous étaient délivrés tout de suite après l’opération pour que nous les 
traitions dans les meilleurs délais. Ils étaient maintenus à 4°C durant le transport. 
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Après avoir soigneusement retiré les méninges, les échantillons sont broyés puis lavés dans 20 mL 
d’HBSS avec antibiotiques PSN (50 µg/mL de pénicilline et streptomicine, 100 µg/mL de 
néomycine). Une centrifugation de 5 minutes à 1500 rpm (390 g) et 4°C permet de séparer 
l’échantillon du HBSS. L’échantillon est alors repris dans 15 mL d’une solution de collagénase 
dispase (HBSS sans calcium ni magnésium contenant PSN, 1 mg/mL de collagénase dispase, 10 
mM d’Hepes, 20 unités/mL de DNase I, 0.147 µg/mL de TLCK). Le temps de digestion est 
d’1h30 à 37°C avec agitation toutes les 10-15 minutes. Ensuite, une centrifugation de 5 minutes à 
390g et 4°C permet d’éliminer le surnageant. Un gradient BSA 20% est ensuite employé pour 
séparer les cellules gliales des cellules endothéliales via une centrifugation de 30 min à 2900 rpm 
(soit 1400g) à 4°C.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figure 21 : Séparation des cellules endothéliales et gliales par gradient de BSA. 

 
 

 
L’anneau de myéline (figure 21) est alors séparé et rincé avec du HBSS contenant les PSN. Le 
surnageant jeté, le culot de myéline est resuspendu dans du milieu pour cellules gliales (50% V/V 
de milieu MEM α, 50% de milieu HAM, 5% V/V de SVF, 50 µg/mL pénicilline et 
streptomycine, 100 ug/mL néomycine, 1% V/V de sérum humain provenant du plasma AB de 
personnes de sexe masculin, et hFGF-B), et mis en culture à 37°C 5% de CO2 dans des flasques 
ventilés de 75 cm2 (préalablement enduits 1 heure à température ambiante avec de la poly-L-
lysine à 0.13 µg/cm2).  
 
Le surnageant de BSA au dessus des cellules endothéliales est éliminé. Le culot de cellules 
endothéliales est de nouveau digéré par une solution neuve de collagénase dispase (même 
composition que précédemment) pendant 1 heure à 37°C. Après une centrifugation de 5 minutes à 
390 g et 4°C, le surnageant est retiré. 
 
Le culot est ensuite resuspendu dans du milieu de culture pour cellules endothéliales (contenant 
EMB-2, 5% V/V de SVF, VEGF, Hydrocortisone, R3-IGF-1, acide ascorbique, rhFGF-B, Rh EGF 
et gentamicine) et filtré sur une membrane ayant des pores de 100 µm afin de séparer les cellules 
endothéliales isolées des capillaires. L’éluat est centrifugé 5 min à 390 g et 4°C, le surnageant jeté 
et le culot resuspendu dans 5 mL de milieu de culture et déposé dans un flasque de 25 cm2 pré-
enduit pendant 2 heures de collagène IV (environ 2 µg/cm2). Les cellules restées sur le filtre sont 
détachées de celui-ci par agitation manuelle dans du milieu de culture pour cellules endothéliales 
et mises dans un flasque de 25 cm2 pré-enduit pendant 2 heures de collagène IV. 
 
Les cellules endothéliales in situ sont associées à d’autres types cellulaires comme les cellules 
musculaires lisses, les péricytes, les cellules microgliales et les astrocytes (Pardridge, 1999). 
Ainsi, afin d’éliminer d’éventuelles cellules contaminantes, de la puromycine est ajoutée dans le 
milieu afin de sélectionner spécifiquement les cellules endothéliales qui expriment plus largement 
la Pgp, capable d’effluer la puromycine, que les cellules contaminantes (Perriere et al., 2005). 
 

Anneau de myéline, Glie

Cellules endothéliales
(+ cellules associées)

Anneau de myéline, Glie

Cellules endothéliales
(+ cellules associées)
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Dans les deux cultures de cellules endothéliales est ajouté 2 µg/mL final de puromycine. Les 
cultures sont alors placées à 37°C, 5% CO2.  
 
Les milieux sont changés tous les 2 jours. Les cellules sont trypsinisées à 80-90% de confluence.  
 
 
 

III-B. 2- Caractérisation des cellules 
 

• Caractérisation des cellules gliales 
 
S100B est exprimé dans toutes les cellules gliales (astrocytes, cellules épendymales, 
oligodendrocytes, microglie, cellules de Schwann) (Steiner et al., 2007). Nous aurions pu nous en 
servir comme marqueur, cependant, nous souhaitions nous focaliser sur les marqueurs des cellules 
impliquées dans la BHE. 
 
La vimentine est présente dans un grand nombre de types cellulaires. Beaucoup de cellules mises 
en culture semblent se mettre à exprimer la vimentine (Buniatian, 1997). Ainsi un marquage 
vimentine peut s’avérer être un bon contrôle positif. 
 
La GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein), un filament intermédiaire, n’est pas seulement 
exprimée par les astrocytes, mais aussi par des cellules d’origine non neurale comme, par 
exemple, les cellules de Leydig dans les testicules (Buniatian, 1997; Holash et al., 1993). La 
GFAP est exprimée dans les astrocytes matures (Martinez et al., 1998), elle augmente lors de leur 
activation due à des dommages cérébraux ou des maladies (Eng et al., 2000) et son expression est 
présente dans certaines cellules souches donnant des progéniteurs gliaux (Liu et al., 2006). Le 
niveau de GFAP augmente dans les astrocytes au cours de la vie chez l’homme et le rat (Eng et 
al., 2000). Il existe plusieurs morphologies pour les astrocytes, selon leur localisation et les autres 
types cellulaires en présence (Abbott et al., 2006) et tous les astrocytes n’expriment pas la même 
quantité de GFAP (Walz, 2000). Les astrocytes en culture possèderaient toujours une grande 
quantité de GFAP (Walz, 2000). L’expression de SMAA (Smooth Muscle Alpha Actine) diminue 
lors de la différenciation astrocytaire (Abd-El-Basset et Fedoroff, 1991; Buniatian, 1997).  
 
La NG2 (neuronal/glial 2) est exprimée dans les progéniteurs gliaux (Yoo et Wrathall, 2007). 
Dans les astrocytomes, l’expression de NG2 est augmentée (Seyfried et al., 2008). NG2 ne semble 
pas exprimée dans les cellules possédant la GFAP in vivo, et les astrocytes et la glie exprimant 
NG2 seraient deux populations cellulaires distinctes (Nishiyama et al., 2005). Des précurseurs 
pluripotents se retrouvent dans le cerveau adulte et, in vitro, certaines cellules NG2 se comportent 
comme des précurseurs astrocytes-oligodendrocytes de type 2, pouvant donner des astrocytes et 
des oligodendrocytes (Karram et al., 2005).  
 
Les péricytes ont un contenu riche en actines musculaires et non musculaires (Herman et 
D'Amore, 1985). Pour les caractériser, il n’y a pas de marqueur spécifique, et aucun marqueur ne 
reconnait tous les péricytes. SMAA, par exemple, ne semblent pas exprimée par les péricytes 
cérébraux dans les conditions normales, en tout cas chez la souris. Il faut cependant garder à 
l’esprit qu’il y a des différences de marquages entre les espèces (Armulik et al., 2005). Il semble 
ainsi que certaines sous-populations de péricytes expriment SMAA chez d’autres mammifères 
(Nehls et Drenckhahn, 1991), et lorsqu’ils sont en culture en présence de sérum (Dore-Duffy et 
al., 2006). Certains utilisent des doubles marquages comme SMA (smooth muscle actin) et NG2, 
pour marquer les péricytes humains du capillaire rétinien (Miller et al., 2006). 
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La SMAA est exprimée par les cellules musculaires lisses (Hughes et Chan-Ling, 2004) qui sont 
aussi présentes au niveau des vaisseaux sanguins, notamment au niveau des micro-vaisseaux 
cérébraux (Seidel et al., 1991). NG2 n’est exprimée que de façon sporadique et en faible quantité 
par les cellules musculaires lisses (Hughes et Chan-Ling, 2004). SMAA pourrait être également 
exprimée par les cellules progénitrices neurales (Morishita et al., 2007). Notons que les cellules 
musculaires lisses peuvent se différencier en péricytes et inversement (Armulik et al., 2005). 
 
Nous avons ainsi utilisé la NG2 et la GFAP comme marqueurs des cellules gliales, la présence de 
péricytes éventuels ne nous alarmant pas, au contraire, puisqu’ils ont été démontrés comme 
renforçant les propriétés de la BHE in vitro (Nakagawa et al., 2007). Nous avons également 
effectué des marquages de SMAA afin d’évaluer la proportion de péricytes.  
 
Dans la mesure où NG2 a également été montrée comme exprimée par les fibroblastes du nerf 
périphérique chez le rat et l’homme (Morgenstern et al., 2003), et comme les péricytes peuvent se 
différencier en fibroblastes (Armulik et al., 2005), nous avons également utilisé un marqueur 
spécifique des fibroblastes, CD90. En effet, CD90 (Cluster of Differentiation 90) ou Thy-1, est 
exprimé chez l’homme dans les fibroblastes, les neurones, les cellules souches sanguines et les 
cellules endothéliales (Rege et Hagood, 2006). Ainsi, dans une fraction de cellules cérébrales 
composée de cellules gliales, CD90 ne devrait correspondre qu’aux fibroblastes. 
 
La caractérisation de la microglie (ou de macrophages résidents du SNC) utilisait pour marquage 
CD11b et CD68 (Guillemin et Brew, 2004). 
 
 

• Caractérisation des cellules endothéliales 
 
Nous n’avons pu réaliser des marquages claudine ou ZO des monocouches de CEMC humaines 
(ces marquages avaient déjà été réalisés précédemment par l’équipe) car il nous aurait fallu les 
faire croître sur insert, ce qui impliquait une utilisation non négligeable de cellules, puis les 
observer en microscopie confocale, impliquant une manipulation de l’insert peu évidente sans 
endommager la monocouche. Une culture en chambre labtek avait pour inconvénient une 
adhérence modifiée des cellules, même avec un enduit de la surface au collagène IV ou à la 
fibrinectine, et donc certainement une expression des jonctions altérée. 
 
Nous avons ainsi préféré un marquage CD31 (ou PECAM-1 pour Platelet Endothelial Cell 
Adhesion Molecule) des cellules endothéliales. Cette molécule se trouve en grande quantité dans 
les cellules endothéliales, concentrée au niveau des contacts cellule-cellule, et située sur le 
domaine apical des jonctions intracellulaires sans pour autant être structurellement associée aux 
jonctions serrées (Ayalon et al., 1994). CD31 est impliquée dans l’adhésion cellule-cellule via des 
intéractions avec d’autres CD31 ou avec d’autres protéines comme certaines intégrines (Buckley 
et al., 1996). 
 
CD31 se retrouve aussi à la surface des monocytes, des macrophages, des neutrophiles, des 
cellules NK, des lymphocytes et des plaquettes, mais en densité beaucoup plus faible que dans les 
cellules endothéliales (Muller, 2003). 
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• Protocole de l’immuno-marquage pour visualisation en microscopie à 
fluorescence 

 
Les cellules sont mises en culture dans des chambres de Labtek, enduites ou non selon le type de 
cellules (enduit de collagène IV pour les CEMCH adultes, enduit de fibronectine pour les 
CEMCH fœtales, enduit de poly-L-lysines pour les CGH fœtales, pas d’enduit pour les CGH 
adultes) et ce, à différents passages. Les milieux de culture utilisés pour les cellules adultes sont 
ceux décrits plus haut, et ceux du fournisseur pour les cellules fœtales. Une fois les cellules 
arrivées à confluence, les surnageants sont rétirés des chambres. Les cellules sont fixées et 
perméabilisées avec du Cytofix/Cytoperm (300 µL par chambre) durant 20 minutes à 4°C, puis 
lavées une fois avec 500 µL de PermWash 1x. Les anticorps non couplés à un fluorochrome sont 
alors additionnés dans les chambres dans 250 à 300 µL final de PerWash. Une incubation d’une 
heure à 4°C est réalisée, puis trois rinçages avec 500 µL de PermWash. L’anticorps secondaire 
couplé ou l’anticorps primaire couplé à un fluorophore est additionné dans 250 à 300 µL final de 
PerWash par chambre et incubé une heure à 4°C. Trois rinçages avec 500 µL de PermWash sont 
réalisés. Ensuite, dans chaque chambre sont ajoutés 500 µL d’une solution DAPI à 0.6 µg/mL et 
incubé 8 minutes à l’abri de la lumière à température ambiante. Trois rinçages avec du PBS sont 
réalisés, les chambres sont ôtées ; sur la lame où se trouvent les cellules est versé un peu de 
solution de montage et une sur-lamelle est placée au-dessus. Les lames sont conservées à 4°C à 
l’abri de la lumière en attendant la visualisation au miscroscope à fluorescence. 
 
 
 

III-B. 3- Principe et obtention des barrières 
 
Les méthodes utilisées sont basées sur les travaux de (Josserand et al., 2006; Megard et al., 2002). 
Le modèle in vitro humain de BHE est une co-culture de deux types cellulaires, les cellules 
endothéliales microvaculaires cérébrales humaines, d’une part, et de cellules gliales ou 
astrocytaires humaines qui conféreront aux cellules endothéliales leurs propriétés spécifiques.   
 

• Co-culture des cellules pour le modèle in vitro de BHE adultes : 
 
Pour ce modèle in vitro de BHE, les cellules endothéliales microvasculaires cérébrales humaines 
(CEMCH) et les cellules gliales humaines (CGH) précédemment obtenues sont utilisées entre les 
passages 2 et 4. Il s’agit d’un modèle autologue dans lequel les CEMCH d’un patient sont 
cultivées en présence des CGH du même patient (figure 22). 
 
Pour ce modèle, nous utilisons des Transwell® (que nous appelons aussi insert) de 12 mm de 
diamètre dont la membrane est en polystyrène et perforée de pores de 0,4 µm. 
Les CGH sont d’abord mises en culture dans le compartiment basal. 20 000 cellules par puits sont 
cultivées dans 1.5 mL de milieu pour cellules gliales. 24 heures après, le milieu des CGH est 
changé et les CEMCH sont ensemencées dans le compartiment apical, les inserts ayant été enduits 
durant 2 heures par du collagène IV, à raison de 50 000 cellules par puits dans 0.5 mL de milieu 
de culture pour cellules endothéliales, dans lequel le VEGF est remplacé par deux facteurs secrets. 
Le VEGF est en effet soupçonné de conduire à une augmentation de la perméabilité de la BHE in 
vitro (Colgan et al., 2008). Les barrières ainsi obtenues sont mises en culture à 37°C, 5% CO2. Le 
milieu est changé tous les deux jours, totalement en apical, et seulement à moitié en basal. 
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Figure 22 : Schématisation du modèle in vitro de BHE. CEMCH pour cellules endothéliales micro-vasculaires 

cérébrales humaines, et CGH pour cellules gliales humaines. 
 
 
Les barrières sont prêtes entre les 15ème et 21ème jours.  
 

• Co-culture des cellules pour le modèle in vitro de BHE foetales : 
 
Le principe reste le même, mais le système n’est pas autologue. La différence réside aussi dans le 
fait que les cellules gliales sont ici des astrocytes, leurs puits sont enduits avec 2 µg/cm2 de poly-
L-lysine, et l’enduit de l’insert se fait avec de 2 µg/cm2 fibronectine. Les milieux de cultures sont 
ceux fournis par Sciencell. Ces barrières sont prêtes entre les jours 6 et 11. 
 
 

III-B. 4- Evaluation de l’intégrité de la monocouche de cellules 
endothéliales : test de passage de sucrose 
 
La vérification de l’intégrité des barrières se faisait sur 2 inserts d’une plaque de 12. Si la 
monocouche de cellules endothéliales est correcte, elle possède les propriétés des cellules 
endothéliales de la BHE in vivo, à savoir les différentes jonctions dont les jonctions serrées, ce qui 
limite ainsi la diffusion, soit le passage paracellulaire et transcellulaire des composés, même ceux 
de petite taille et non toxiques comme le sucrose (Hjelle et al., 1978; REED et WOODBURY, 
1963). Ainsi, un test de passage du sucrose était effectué afin d’évaluer l’intégrité de la BHE 
obtenue in vitro. 
 
Pour ce test, les inserts voient leur surnageants retirés et sont positionnés sur une plaque propre. 
Du tampon de transfert (150 mM NaCl, 5.2 mM KCl, 2.2 mM CaCl2, 0.2 mM MgCl2, 6 mM 
NaHCO3, 2.8 mM Glucose et 5 mM Hepes) est ajouté à raison de 1.5 mL en basal et 0.5 mL 
en apical. Du sucrose marqué au 14C est additionné dans le milieu apical pour l’obtention 
d’une concentration finale de 0.37 1010 Bq/mL (0.1 µCi/mL). La plaque contenant les 
barrières est placée 30 minutes à 37°C, 5% CO2 et sous agitation douce. Les surnageants sont 
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ensuite récupérés et 100 µL de chaque sont passés au compteur à scintillation en présence de 
4 mL d’Aqualuma+.  
 
Les dpm (désintégrations par minute) permettent alors de calculer le flux du sucrose depuis le 
compartiment apical vers le compartiment basal (CLAB). Pour ce calcul, il y a 3 coefficients de 
perméabilité à prendre en compte : 
 
 
Pst : celui de la membrane + celui de la membrane de l’insert. 
Psf : celui correspondant à la membrane de l’insert seul (pores de 0.4 µm) 
Pe : celui correspondant à la monocouche de CEMCH 
 
 
 
 
 
 
              
 
 
 
 
 
 
 
 
Mais en réalité, comme Psf>>Pst, on a  
 
 
 
 
 
Il faut ensuite tenir compte de la surface du filtre pour obtenir le Peréel. Le filtre fait 1 cm2 et 1 
µl correspond à 10-3 cm3 : 
 
                                       
 
 
 
 
 
 
On obtient un résultat en cm/minute, ou en cm/seconde. 
 
Les barrières n’étaient considérées comme fonctionnelles que pour un CLAB inférieur à 0.5 µl/min 
(soit inférieur à 8 x 10-6 cm/sec). 
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III-C. Exposition des cellules à l’ET-1 et aux antagonistes 
 

III-C. 1- Concentrations physiologiques d’ET-1 chez l’homme 
 
Dans le cadre d’analyse de la douleur, les concentrations plasmatiques d’ET-1 ont été étudiées. 
Chez les patients contrôles, ces concentrations étaient de l’ordre de 2.69±0.73 pg/ml (Eisenberg et 
al., 2004). Des prélèvements effectués dans des régions analogues dans le cade d’une étude des 
concentrations plasmatiques d’ET-1 lors de l’exercice musculaire montraient un taux d’ET-1 
avoisinant les 1.6 pg/mL (Tanabe et al., 2000). Chez des patients infectés par le VIH-1 et atteints 
d’encéphalopathie, la concentration en ET-1 dans le LCR était de 1.97±2.33 pmol/L tandis qu’elle 
était de 0.57±0.67 pmol/L chez les patients ne montrant pas de dysfonctionnement neurologique 
(Rolinski et al., 1999). Chez des patients avec vasospasmes cérébraux causés par subarachnoid 
hemorrhage, les concentrations d’ET-1 dans le LCR se situent aux environs de 2.45 pg/mL (soit 1 
pmol/L, le poids moléculaire d’ET-1 étant de 2492 g/mol), tandis qu’elles sont inférieures à 0.85 
pg/mL (soit 0.34 pmol/L) chez les patients sains (Suzuki et al., 2000). Chez l’homme, la clairance 
d’ET-1 sur 24 heures oscille entre 1.7 pg/ml à 6.8 ng/ml (Cantaro et al., 2001; Modesti et al., 
2000). 
 
Narushima et al. considèrent qu’une dose modérée (après laquelle l’animal récupère en quelques 
heures) d’ET-1 injectée in vivo dans le LCR animal est de l’ordre de 4 pmol/kg, pour le chien et 
10 pmol/kg pour le rat (Narushima et al., 2003). 
 
 
 

III-C. 2- Choix des concentrations d’ET-1 
 
Notre équipe avait obtenu des résultats sur un modèle in vitro de BHE en utilisant des 
concentrations d’ET-1 allant de 40 à 400 nM, et pour des expositions de 24 heures (Didier et al., 
2003). Les travaux de Hartz et al. (2004) étudiaient l’effet de l’ET-1 sur la BHE de rat in vitro, et 
pour ce faire employaient des doses d’ET-1 de 1 à 100 nM. L’étude des cellules endothéliales 
cérébrales humaines en monoculture avait montré une dose optimale d’ET-1 de 10 nM pour voir 
le maximum d’effet (Chen et al., 2001), tandis que Zidovetzki et al (1999), sur le même type de 
cellules, étudiaient l’action d’ET-1 à 100 nM. De faibles doses d’ET-1 (0.1 nM) induisent la 
sécrétion de CXCL1 et d’IL-8 dans des cellules humaines de mélanomes. Ce phénomène est 
concentration dépendant et les résultats furent davantage étudiés pour 10 nM d’ET-1. (Mangahas 
et al., 2005) 
 
De plus, notre équipe avait également trouvé que dans un contexte inflammatoire, lorsque des 
CEMCH co-cultivées avec des atrsocytes sont exposées au TNFα, il s’ensuit une sécrétion d’ET-1 
dans le compartiment apical (Didier et al., 2003). 
 
Ainsi, nous avons choisi des concentrations d’ET-1 de 1 nM, 10 nM et 100 nM. 
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III-C. 3- Exposition des BHE à l’ET-1 
 
Notre équipe avait précédemment trouvé qu’ET-1 était libéré dans le surnageant apical de BHE 
humaines fœtales stimulées par le TNFα (Didier et al., 2003). Ainsi, dans nos expériences, l’ET-1 
était mis dans le compartiment apical des BHE humaines in vitro. Les concentrations choisies 
étaient de 1 nM, 10 nM et 100 nM. Les aliquots d’ET-1 étant conservé dans 5% d’acide acétique, 
les cellules témoins étaient exposées à la même quantité d’acide acétique que les cellules exposées 
à ET-1. 
 

III-C. 4- Antagonistes des récepteurs ETA et ETB 
 
Pour l’étude de l’effet d’ET-1 sur la BHE de rat, Bauer et al. (2007) ont utilisé comme 
antagonistes des récepteurs ETA et ETB les molécules JKC-301 et RES-701-1 à une concentration 
de 100 nM. Hartz et al. (2004) utilisaient ces mêmes antagonistes à des concentrations de 100 nM 
et 10 nM, respectivement.  
Nous avons ainsi choisi comme antagoniste du récepteur ETA, JKC-301, et comme antagoniste du 
récepteur ETB, RES-701-1. Tous deux seront employés à une concentration de 100 nM. 
 
 
 

III-D. Evaluation de l’expression des transporteurs ABC 
 

III-D. 1- Evaluation de l’expression des ARN en RT PCR 
 
Les cellules sont rincées au PBS et lysées sur plaque avec la solution de lyse du kit de chez 
Sigma, en présence de β mercapto-éthanol. La solution de lyse est passée sur les colonnes du kit 
Sigma, le protocole Sigma étant suivi. Les ARN obtenus sont dilués dans de l’eau stérile puis 
dosés : les densités optiques (DO) à 260 et 280 nm sont mesurées au spectrophotomètre dans une 
cuve en quartz. Le ratio DO260/DO280 doit être compris entre 1.8 et 2. Alors, la rétro-transcription 
est effectuée avec le protocole et le kit Qiagen. Les amorces pour la rétro-transcription 
comprennent à la fois des amorces avec queues poly dT, permettant la rétro-transcription des 
ARN messagers, et des ‘random primers’ permettant la retro-transcription de tout ARN ne 
possédant pas de queue poly A (ARNm non matures etc…). 
La RT PCR (Real Time Polymerase Chain Reaction) est ensuite réalisée sur les ADNc obtenus, le 
gène de ménage choisi étant la GAPDH. Pour ce faire, le protocole et les amorces Qiagen sont 
utilisés, avec le mix SybrGreen de Biorad. Des dilutions de l’ADNc sont faites afin d’évaluer les 
efficacités de PCR. 
Pour l’analyse des résultats, la méthode de Livak est employée lorsque les efficacités de PCR sont 
très proches de 100% ; autrement nous avons recours à la méthode de Pfaffl, pour des efficacités 
comprises entre 90 et 105 %. 
 

III-D. 2- Evaluation de l’expression protéique en cytométrie de flux 
 
Les cellules sont rincées avec du PBS puis décollées de leur support avec de la trypsine/EDTA (3 
à 5 minutes à 37°C), puis du TNS (trypsin neutralising solution) est ajouté. La suspension 
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cellulaire est alors répartie dans des tubes FACS (un volume égal dans chaque tube) et centrifugée 
5 minutes à 390g et 4°C.  
 

• Fixation et perméabilisation des cellules : 
 
Après avoir retiré les surnageants, les cellules sont, durant 20 minutes à 4°C, fixées et 
perméabilisées avec du Cytofix/Cytoperm. 400 µL de Permwash 1 x est ajouté et les tubes 
centrifugés 5 minutes à 4°C et 390g. Le surnageant éliminé, les anticorps primaires sont incubés 
dans 60 µL de permwash 1 heure à 4°C (à l’abri de la lumière dans le cas d’anticorps couplés à 
des fluorochromes). Deux lavages sont réalisés comme suit : ajout de 400 µL de permwash et 
centrifugation de 5 minutes à 4°C et 390g. Le cas échéant, l’anticorps secondaire couplé est ajouté 
dans 60 µL de permwash et incubé une heure à 4°C à l’abri de la lumière. Après deux lavages, 
comme décrit précédemment, 400 µL de FACSflow sont ajoutés. Les tubes sont maintenus à 4°C 
en attendant leur passage au cytomètre de flux. 
 

• Cellules non perméabilisées : 
 
Les cellules, après la centrifugation, subissent un lavage : 500 µL de PBS sont ajoutés puis une 
centrifugation de 390g à 4°C permet de se débarrasser du surnageant. 75 µL de PBS est ajouté sur 
les cellules, puis l’anticorps couplé au fluorophore. L’incubation est alors d’une heure à 4°C. 
Deux lavages, comme précédemment, sont réalisés. 400 µL de cellfix 1x (dilué dans de l’eau dé-
ionisée stérile) sont ajoutés. Les cellules sont incubées minimum 10 minutes à 4°C avant la 
lecture en cytométrie de flux. 
 

• Cytométrie de flux : 
 
5000 à 10000 cellules sont passées au cytomètre pour chaque condition et chaque anticorps. Le 
cytomètre de flux permet de déterminer la taille, la granulométrie et l’intensité de fluorescence 
(proportionnelle au nombre d’anticorps couplés à un fluorochrome se fixant sur la cellule). Afin 
d’écarter les débris cellulaires ou anticorps non liés de l’analyse, seuls les éléments de taille 
(forward light scatter FSC supérieur à 200) et de granulométrie (side scatter SSC supérieur à 200) 
suffisantes sont comptabilisés et considérés dans l’analyse de l’intensité de fluorescence (figure 
23). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 23 : Sélection des éléments (en rouge) qui seront comptabilisés et dont la fluorescence sera évaluée par 

cytométrie de flux. A- Un exemple pour des CEMCH ; B- Un exemple pour des astrocytes humains ; C- Un 
exemple pour des cellules gliales humaines. 

 

R1

Taille

G
ra

nu
lo

m
ét

rie

CEMCH Astrocytes

R1

Taille

G
ra

nu
lo

m
ét

rie

Taille

G
ra

nu
lo

m
ét

rie

Cellules GlialesA CB



A. HEMBURY                                                              BHE et ET-1 : REGULATION des TRANSPORTEURS ABC et des CYTOKINES INFLAMMATOIRES 

- 69 - 

 

III-E. Evaluation de la fonctionnalité du transporteur Pgp :  
 

Test de passage de la digoxine  
 
La digoxine est un substrat spécifique de la Pgp (Fernandez et al., 2004; Goralski et al., 2003). 
Elle peut être prise en charge par d’autres types de transporteurs chez les rongeurs et dans les 
reins humains, mais aucune donnée ne montre un tel phénomène au niveau de la BHE humaine 
(Hagenbuch et al., 2002; Kodawara et al., 2002; Mikkaichi et al., 2004). De plus, la digoxine est 
le substrat recommandé dans l’étude de la Pgp (Rautio et al., 2006). 
 
Pour ce test de passage de la digoxine, les inserts voient leur surnageants retirés et sont 
positionnés sur une plaque propre. Du tampon de transfert (150 mM NaCl, 5.2 mM KCl, 2.2 mM 
CaCl2, 0.2 mM MgCl2, 6 mM NaHCO3, 2.8 mM Glucose et 5 mM Hepes) est ajouté à raison de 
1.5 mL en basal et 0.5 mL en apical. De la digoxine marquée au 3H est additionnée dans le milieu 
apical ou basal de telle manière que la concentration finale soit de 0.1 µM. Cette concentration fut 
choisie en accord avec la littérature (Rautio et al., 2006; Sababi et al., 2001). La plaque contenant 
les barrières est ensuite placée 1 heure à 37°C, 5% CO2 et sous agitation douce. Les surnageants 
sont ensuite récupérés et 100 µL de chaque sont passés au compteur à scintillation en présence de 
4 mL d’Aqualuma+.  
 
Les flux A vers B (CLAB) et B vers A (CLBA) sont ensuite calculés. CLAB est calculé de la même 
façon que lors du test de passage du sucrose. CLBA est calculé comme suit :  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Les simplifications et équivalences d’unités sont les mêmes que pour CLAB. Soit : 
 
 
 
 
 
 
 
Une fois que ces flux ont été obtenus, un ratio Q est calculé : 
 
 
 
 
 

Peréel = Pe x 10-3

Correspond 
au 1 cm2

en 
cm.min-1 en 

µl/min

=CLBA

CLBA

CLAB

=Q

dpm du côté opposé
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Volume du côté opposé en µLxPst =Flux = x
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1
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Ce ratio reflète non seulement la polarité de la barrière (l’efflux se produit de B vers A et le 
passage est limité de A vers B) mais aussi son intégrité. Plus Q est élevé, plus le composé étudié 
traverse difficilement la barrière et/ou est grandement efflué.  
 
 
 

III-F. Quantification des cytokines sécrétées 
 
 
Cette quantification a été réalisée par deux techniques, le Bio-Plex et l’ELISA (enzyme-linked 
immunosorbent assays). 
 
La première est celle du Bioplex de Biorad qui permet de quantifier un grand nombre de cytokines 
à la fois. Le principe, très brièvement, est basé sur la technique d’immuno-marquage en sandwich 
et repose sur la présence d’anticorps spécifiques de la molécule d’intérêt sur des billes couplées à 
un fluorochrome spécifique (ainsi, à chaque molécule correspondant une fluorescence spécifique). 
Un deuxième anticorps biotinylé et, lui aussi, spécifique de la molécule d’intérêt (mais d’un autre 
épitope), vient se fixer sur la molécule. Le ‘sandwich’ ainsi créé autour de la molécule est détecté 
par de la streptavidine couplée à la phyco-erythrine, la streptavidine se liant à l’anticorps 
biotinylé. Une réaction enzymatique induit alors un changement de colorimétrie. La présence de 
la molécule d’intérêt est déterminée à la fois par le changement de colorimétrie et la fluorescence 
spécifique. 
 
La deuxième technique employée est celle de l’ELISA. Brièvement, il s’agit aussi d’une 
technique dite sandwich. Des anticorps spécifiques de la molécule d’intérêt sont fixés sur un 
support solide (plaque de 96 puits). Un deuxième anticorps, également spécifique de la 
molécule d’intérêt, mais pour un autre épitope, vient se fixer. Ce deuxième anticorps est 
couplé à une enzyme (par exemple la HRP pour HorseRadish Peroxydase). Le substrat de 
celle-ci (par exemple la TMB, 3,3',5,5'-tetramethylbenzidine) vient se fixer au ‘sandwich’ et 
induit un changement de colorimétrie. Une solution d’acide chloridrique est ensuite en général 
additionnée pour stopper la réaction. La densité optique, observée à la longueur d’onde 
adéquate, est proportionnelle à la quantité de molécules d’intérêt. Le protocole suivi était dans 
chaque cas celui du fournisseur, car il s’agissait de plaques pré-enduites avec les anticorps.  
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III-G. Matériel  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Plaques et inserts

Transwell® en polycarbonate de 0.4µm, plaque de 12 puits ; Plaque de 12 puits 

Plaque de culture cellulaire Greiner

Lab-tek Chamber Slide System, 4 puits sur lame

Corning, Sigma-Aldrich (Allemagne)

Dutscher

Fisher Scientific Bioblock, NuncBrand
(France)

Fournisseurs

Anticorps pour les immuno-marquages

Tous les anticorps ci-après sont dirigés contre les molécules humaines. Les 
fluorochromes utilisés sont le FITC (fluorescein isothiocyanate), le PE 
(phycoerythrine) et l’Alexa Fluor 488. Les concentrations utilisées furent celles 
préconisées par les fournisseurs

Anti GFAP non couplé, clone G-A-5 IgG1 de souris
IgG1 de souris non couplé clone MOPC-21
Anti GFAP couplé Cy3, IgG1 de souris
Anti SMAA couplé FITC clone 1A4 IgG2a de souris
IgG2a de souris couple FITC clone UPC-10
Anti CD11b couplé FITC clone 44 IgG1 de souris
Anti BCRP de souris, IgG2a clone BXP-21
IgG2a de souris

Anti NG2 de souris, IgG1
Anti MRP1 de souris couplé PE
IgG1 de souris couplé PE

IgG1 de souris couplé FITC
Anti Pgp de souris couple PE, IgG2a clone UIC2
IgG2a de souris couplé PE clone 7T4-1F5

Anti CD31 couplé FITC, IgG1 de souris clone VP025
IgG1 de souris couplé FITC clone MOPC-21
Anti CD68 de souris, IgG2b clone Y1/82A
IgG2b de souris clone 27-35

Anti CD90 de souris, IgG1 clone AS02

Anti vimentine polyclonal de lapin non couplé

Anti IgG souris de chèvre couplé Alexa Fluor 488
Anti IgG lapin de chèvre couplé Alexa Fluor 488

Sigma-Aldrich (Allemagne) :

R&D Systems (Allemagne)

Immunotech, Beckman Coulter (France):

BD Biosciences (USA)

Calbiochem (Allemagne)

Abcam (Angleterre)

Invitrogen Molecular Probes (Pays-Bas)

Fournisseurs

Kit ELISA

Human MCP-1 ELISA Biotrak System
IL-6 Human Biotrak Easy ELISA

Human MMP-3 Instant ELISA
Human MMP-9 ELISA new version

Amersham (GE Healthcare, 
Buckinghamshire, Royaume-Uni)

Bender MedSystems (Vienne, Autriche)

Fournisseurs
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Tableau 1 : Liste du matériel utilisé pour les expériences. 

•Compteur pour la radioactivité : 1214 Rackbeta Liquid Scintillation Counter de LKB Wallac / Logiciel : Compteur Beta 1214, GenTerm
V2.B
•Appareil de PCR : iCycler de chez BioRad (USA) / Logiciel : iCycler iQ Optical System Software version 3.0a
•Lecteur des plaques ELISA : Multiskan Ascent de Labsystems / Logiciel : Biolise 2.65 Rev 6
•BioPlex : Bio-Plex System de Bio-Rad / Logiciel: Bio-Plex Manager 4.0
•Microscope à fluorescence : IX71 de chez Olympus (avec U-LH100HG) / Logiciels : Image-Pro Plus 5.0 et Image J
•Microscope à contraste de phase : CKX 41 d’Olympus / Logiciel : Explora Nova Morpho Ultra Lite
•Spectrophotomètre : HP8453 modèle G1103A de Hewlett Packard / Logiciel : HP8453 UV-Visible System 1
•Cytomètre de flux : FACS Calibur de Becton Dickinson / Logiciel : CellQuest
•Centrifugeuse de paillasse : Centrifuge 5415R de chez Eppendorf (Clamart, France)
Centrifugeuse : Jouan GR4i Centrifuge de chez Thermo Electron Corparation
•Poste de sécurité Microbiologique type II : Jouan , Thermo Electron Industries
Hotte de biologie moléculaire: Biocap RNA/DNA, Captair Bio de chez Erlab
•Incubateur : Klasse 3.1 CB150, Binder (Tuttlingen, Allemagne)
Bain Marie: Grant Sub type Sub 28, Grant Instruments (Cambridge, Angleterre)
•Balances : LP 2200 S de Sartorius; AC 211S de Sartorius
•Logiciel pour les statistiques: Prism 5 de GraphPad

Machines et logiciels

Solutions, réactifs et cellules

Aqualuma plus High Capacity LSC cocktail de chez Lumac-LSC

DNAse I from bovine pancreas ; Collagenase dispase

Digoxine radiomarquée 3H

Sucrose radio-marqué 14C

Bio-Plex cytokine Reagent kit ; x-Plex assays kit

Endothéline 1 humaine

Antagoniste au récepteur ETB [RES-701-1] ; Antagoniste au récepteur ETA [JKC 
301]

Milieu de culture pour les cellules endothéliales adultes (EGM-2 MV endothélial 
med, single quot kit) ; Solution de trypsine/EDTA ; TNS (Trypsin Neutralising
Solution)

Milieu pour cellules endothéliales cérébrales humaines ; Milieu pour astrocytes
humains; cellules fœtales astrocytaires et endothéliales microvasculaires cérébrales

Cytofix/Cytoperm ; PermWash ; CellFix ; FacsFlow

kit GenElute Mammalian Total RNA  d’extraction et purification des ARN ; 
SybrGreen pour la RT PCR et mix pour RT PCR ; Puromycine ; Cyclosporine A 
(BioChemika) ; Sérum humain de donneur masculins de plasma AB ; TLCK (Nα-
Tosyl-L-lysine chloromethyl ketone hydrochloride) (BioChemika) ; Collagène IV 
from human placenta ; Poly-L-lysine ; Fibronectine ; DAPI (4’,6-Diamidino-2-
Phenyindole) ; BSA (albumine de serum de bovin) ; DMSO (Dimethyl sulphoxyde) ; 
Solution de montage Polyvinyl alcohol mounting medium with DABCO, antifading ; 

Kit QIAGEN QuantiTect Reverse Transcription de retro-transcription de l’ARN en 
ADNc ; amorces Quantitect Primer Assay RT PCR

SVF (sérum de veau fœtal) (Gibco) ; Milieu MEM alpha (Gibco); Milieu F-12 (HAM) 
avec Glutamine (Gibco) ; Cocktail d’antibiotiques PSN (pénicilline, streptomycine, 
neomycine) (Gibco) ; D-PBS (Dulbecco's Phosphate Buffered Saline) avec ou sans 
Calcium et Magnesium (Gibco); Hanks' Balanced Salt Solution (HBSS) sans 
calcium ni magnesium (Gibco). 

Lumac-LSC (Pays-Bas)

Roche (France)

PerkinElmer (France

Amersham (Angleterre)

Bio-Rad (USA)

Bachem (France)

Alexis Biochemical

Lonza (Suisse)

Promocell (Allemagne)

Becton Dickinson (USA)

Sigma-Aldrich (Allemagne)

Qiagen (Allemagne)

Invitrogen

Fournisseurs
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IV- RESULTATS  
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Nous avons étudié deux modèles de BHE humaines in vitro. Le premier est un modèle adulte 
permettant de parfaire notre compréhension de la modulation de l’expression et de l’activité de la 
Pgp, un transporteur d’efflux des médicaments, ainsi que notre compréhension du rôle de l’ET-1 
dans la neuro-inflammation. Le second modèle était de type fœtal et fut, en autres, choisi dans le 
but de comparer les mécanismes entre les situations fœtale et adulte et dans le cadre des 
transmissions materno-fœtales. 
 
 

IV-A. Les modèles in vitro de BHE humaines adultes et 
foetales 
 
 
Deux types de modèle ont été utilisés : un modèle autologue adulte de BHE humaines, composés 
de cellules adultes (cellules endothéliales microvasculaires cérébrales humaines ou CEMCH 
adultes, et cellules gliales humaines ou CGH adultes), et un modèle fœtal de BHE humaines, 
composés de cellules fœtales (CEMCH fœtales et cellules astrocytaires fœtales).  
 

IV-A. 1- Les cellules de la BHE adulte 

• Les cellules endothéliales adultes 
 
Après isolement, les cellules n’étaient considérées que lorsque leur morphologie était correcte 
(petites cellules en virgule ou arrondies, parfois très légèrement oblongues) (figure 24) et que le 
marquage CD31 était positif (figure 25). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 24 : Cellules endothéliales microvasculaires cérébrales  humaines adultes à des passages précoces (P1 à 
P2) observées au microscope à contraste de phases. A- Cellules observées avec un grossissement de 40 fois ; B- 

Cellules observées avec un grossissement de 100 fois. 
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Figure 25 : Cellules endothéliales microvasculaires cérébrales  humaines adultes à des passages précoces (P1 à 
P2)  observées au microscope à fluorescence. Cellules immuno-marquées avec un anticorps spécifique de CD31 

(grossissement de 400 fois). 
 
La CD31 est bien présente au niveau des contacts cellules-cellules. 
 

• Les cellules gliales adultes 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 26 : Cellules gliales humaines adultes à des passages précoces (P1 à P3) visualisées au microscope à 
contraste de phases. 

 
 
Le marquage des cellules gliales humaines adultes pouvait montrer des populations cellulaires 
différentes d’un patient à l’autre. Ainsi, les cellules gliales présentaient une proportion en cellules 
GFAP positives variable. Ce qui restait relativement stable était la proportion en cellules SMAA 
positives et NG2 positives, toujours supérieure à 50%, et souvent proche de 80% pour NG2 
(figure 27). Nous remarquons, d’après les doubles marquages, que les cellules exprimant SMAA 
ne sont pas nécessairement des cellules musculaires ou des péricytes, puisqu’elles peuvent aussi 
exprimer la GFAP. Ainsi, les cellules gliales considérées étaient surtout composées d’astrocytes 
(marquages GFAP et SMAA), de précurseurs gliaux (marquages NG2), de péricytes (marquages 
NG2 et SMAA) et parfois de quelques cellules microgliales (marquages CD11b et CD68, mais 
ces cellules étaient largement minoritaires). Le marquage de CD90, caractéristique des cellules 
fibroblastiques, était insignifiant (figure 27). 
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Figure 27 : Cellules gliales humaines adultes à des passages précoces (P1 à P3) observées au microscope à 
fluorescence. A- Les cellules ont été immuno-marquées soit par un anticorps spécifique de NG2 (les 2 premières 

photos), soit un anticorps spécifique de SMAA (les 2 photos du milieu). B- Les cellules ont été doublement 
immuno-marquées par un anticorps spécifique de la GFAP (à gauche) et un anticorps spécifique de SMAA (à  

droite). C- Les cellules ont été marquées par un anticorps spécifique de CD90 (à gauche) ou au DAPI (à droite).  
Les marquages aux anticorps couplés à des fluorochromes pouvaient ensuite être visualisés au microscope à 

fluorescence. 
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IV-A. 2- Les cellules de la BHE pré-natale 

 

• Les cellules endothéliales fœtales 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 28 : Cellules endothéliales microvasculaires cérébrales humaines fœtales à des passages précoces (P1 à 
P2) observées au microscope à contraste de phases. A- Cellules observées avec un grossissement de 40 fois ; B- 

Cellules observées avec un grossissement de 200 fois.    
 
 
Comme les cellules adultes, les cellules fœtales sont arrondies, en virgule ou légèrement allongées 
(figure 28). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 29 : Cellules endothéliales microvasculaires cérébrales humaines fœtales à des passages précoces (P1 à 
P2) observées au microscope à fluorescence. Cellules immuno-marquées avec un anticorps spécifique de CD31 

et observées au microscope à fluorescence avec un grossissement de 400 fois. 
 
 
Comme pour les CEMCH adultes, les CEMCH fœtales étaient utilisées lorsque le marque CD31 
s’avérait positif (figure 29). 
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• Les cellules astrocytaires foetales 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 30 : Cellules astrocytaires humaines fœtales  à des passages précoces (P1 à P2) observées au 
microscope à contraste de phases. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 31 : Cellules astrocytaires humaines fœtales à des passages précoces (P1 à P2) observées au microscope 

à fluorescence. A- Cellules observées après immuno-marquage de la GFAP. B- Cellules observées après un 
double  immuno-marquage de la GFAP (photo de gauche) et de la SMAA (photo de droite). 
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Les cellules gliales fœtales étaient validées pour un marquage GFAP positif, correspondant à un 
marquage astrocytaire (figure 31). Dans la mesure où les cellules gliales humaines adultes 
présentaient un marquage SMAA positif et parfois une co-localisation de SMAA et GFAP, nous 
avons effectué des doubles marquages GFAP et SMAA des cellules astrocytaires fœtales. Il y a 
effectivement une co-localisation de SMAA et GFAP dans certaines cellules, bien que d’autres 
n’expriment soit que GFAP soit que SMAA (figure 31). Il est probable qu’en culture les cellules 
acquièrent ou perdent certaines de leurs différenciations.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 32 : Cellules astrocytaires humaines fœtales à des passages précoces (P1 à P2) observées au microscope 

à fluorescence après un immuno-marquage de la Vimentine (à gauche) et de la SMAA (à droite). 
 
 
 
 

IV-A. 3- L’intégrité des BHE humaines pré-natales et adultes 
 
L’intégrité des BHE était estimée en fonction du passage de sucrose radio-marqué. Cette petite 
molécule permet l’évaluation du passage para-cellulaire et donc indirectement la présence de 
jonctions serrées. 
 
 
                                 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figure 33 : Evaluation de l’intégrité des monocouches de CEMCH de modèles in vitro de BHE adultes et 
fœtales par le passage de sucrose radio-marqué. (Moyenne effectuée sur 70 BHE testées dans chaque cas, 
provenant d’un total de 4 patients pour le modèle adulte). Un test bilatéral de Student a été ensuite réalisé. 
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Les BHE adultes ont un flux moyen du sucrose de 0,17 ± SEM 0,011 µL/min (ou 2,8 x 10-6 ± 
SEM 0,018 x 10-6 cm/sec) (figure 33). Les BHE fœtales ont un flux moyen de sucrose de 0,198 ± 
SEM 0,013 µL/min (ou 3,3 x 10-6 ± SEM 0,022 x 10-6 cm/sec) (figure 33). 
 
Les BHE adultes sont légèrement plus imperméables que les BHE fœtales et cette tendance se 
vérifie statistiquement (valeur P = 0.086), sans doute en raison de la présence de plusieurs types 
de cellules gliales en basal, et non simplement d’astrocytes.  
 
 
Les deux modèles in vitro de BHE humaines, adultes et fœtales, étaient donc composés de cellules 
endothéliales correctement caractérisées par le CD31, et de cellules gliales caractérisées par la 
GFAP et le NG2, et possédaient une bonne intégrité de la monocouche des cellules endothéliales 
(faible passage du sucrose). 
 
 
 
 

IV-B. Expression des tranporteurs par les cellules de ces 
BHE humaines 
 
 
Les transporteurs ABC ont un rôle important puisqu’ils permettent d’effluer du SNC des 
molécules potentiellement toxiques, ainsi qu’un grand nombre de molécules thérapeutiques. Il est 
donc interessant de connaître leur niveau d’expression et leur activité. 
 
Dans un premier temps, nous avons cherché à savoir quels étaient les transporteurs dont le gène 
était exprimé par les cellules que nous allions étudier, une fois mises en culture. Pour ce faire, 
nous avons regardé le niveau d’expression en ARN des gènes des trois transporteurs principaux, 
Pgp, MRP1 et BCRP (ou ABCG2). Les amorces n’ayant pas donné entière satisfaction en termes 
d’efficacité de PCR, les résultats des courbes d’amplification sont juste donnés à titre indicatif (en 
abscisses le nombre de cycle d’amplification, en ordonnées la fluorescence), afin de montrer la 
présence des ARN, sans qu’aucun calcul de comparaison relative n’ait été appliqué. Les courbes 
de fusion attestent de la présence d’un seul produit amplifié. 
 
Nous avons également évalué le niveau d’expression protéique totale des transporteurs, c'est-à-
dire à la surface de la membrane plasmique et en intra-cellulaire, en utilisant la méthode de 
marquage spécifique par un anticorps couplé à un fluorochrome, et une lecture en cytométrie de 
flux.  
 
 
 

IV-B. 1- Expression des ARN 
 
Ces expériences de RT-PCR sont qualitatives. Il s’agit initialement de comparaisons entre la 
quantité d’ARN codant pour la Pgp, la MRP1 et l’ABCG2 avec la quantité d’ARN d’un gène de 
ménage, la GAPDH. Sur les courbes d’amplification, nous regardons le nombre de cycles au bout 
duquel la fluorescence augmente. Les différences d’expression sont évaluées par la comparaison 
du nombre de cycles de PCR (CT). Plus un gène est exprimé, plus le nombre de cycles de PCR est 
faible.  
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Figure 34 : Expression des ARN totaux de cellules endothéliales cérébrales humaines rétro-transcrits et 
amplifiés en RT PCR. La colonne de gauche montre les courbes d’amplification (en abscisses le nombre de cycle 
d’amplification, en ordonnées la fluorescence), celle de droite les courbes de fusion (en abscisses la température 
en degré celsius, en ordonnées la dérivée de la courbe d’amplification par rapport à la température). Les deux 

courbes de chaque figure sont des duplicates. 
 
 
Les ARN des trois transporteurs sont donc exprimés dans les cellules endothéliales 
microvasculaires cérébrales humaines (figure 34). 
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IV-B. 2- Expression des protéines 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

Figure 35 : Expression protéique totale de la Pgp, de la MRP1 et de la BCRP (ou ABCG2), évaluée en 
cytométrie de flux, sur des cellules endothéliales microvasculaires cérébrales humaines. Les cellules étaient 
perméabilisées, fixées et marquées avec un anticorps couplé à un fluorochrome, l’anticorps étant un contrôle 
isotypique ou un anticorps spécifique de l’un des transporteurs. A- Expression de la Pgp ; B- Expression de la 

MRP1 ; C- Expression de la BCRP (ou ABCG2). 
 
 
La Pgp est bien présente dans les CEMCH. En revanche, la présence de la MRP1 est plus timide, 
et celle de l’ABCG2 (ou BCRP) n’est pas décelable dans nos conditions (figure 35). L’ABCG2 
est pourtant connue pour être présente sur les cellules endothéliales cérébrales humaines (Cooray 
et al., 2002). Ainsi, soit l’anticorps utilisé n’a pas suffisamment d’affinité pour l’ABCG2 ou il est 
mal détecté en cytométrie de flux, soit la mise en culture des cellules provoque une diminution de 
l’expression de ce transporteur, soit l’expression de l’ABCG2 par les CEMCH est induite par un 
autre type cellulaire (les cellules gliales par exemple). On pourrait d’ailleurs se faire le même type 
de réflexion concernant la faible expression protéique de MRP1. 
 
 
 
 
 

IV-C. Effet de l’endothéline 1 sur le modèle in vitro humain 
de BHE 
 
La compréhension de la régulation des transporteurs ABC est importante dans le traitement des 
maladies cérébrales. Chez l’animal, l’ET-1 module l’expression et l’activité de certains 
transporteurs ABC, et l’ET-1 et ses récepteurs sont exprimés au niveau de la BHE humaine. Ainsi, 
nous avons souhaité savoir si l’ET-1 avait une influence sur l’expression et l’activité de la Pgp au 
niveau de la BHE humaine ; et nous avons comparé cet effet sur les modèles adultes et fœtaux de 
BHE humaines. 
 
L’endothéline 1 était ajoutée dans le compartiment apical A (mimant la lumière du capillaire, voir 
la figure 22) du modèle de BHE. Le temps de 24 heures d’expositions fut choisi en accord avec 
des résultats antérieurs et la littérature. 
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IV-C. 1- Effet de l’endothéline 1 sur le modèle pré-natal humain de 
BHE 

• Effet de l’ET-1 sur l’expression de la Pgp des BHE fœtales 
 
Les BHE fœtales étaient exposées 24 heures à différentes concentrations d’ET-1. Les cellules 
étaient ensuites trypsinisées, perméabilisées et fixées, puis marquées soit avec un anticorps 
contrôle isotypique, soit avec un anticorps spécifique de la Pgp. Le comptage et la visualisation de 
l’intensité de fluorescence se faisaient en cytométrie de flux. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 36 : Expression protéique totale de la Pgp, observée en cytométrie de flux, dans les CEMCH fœtales et 
les CGH fœtales d’un modèle in vitro humain de BHE  exposé à ET-1 durant 24 heures  (100 nM, 10 nM et 
1 nM). Les cellules étaient perméabilisées, fixées et marquées avec un anticorps couplé à un fluorochrome, 

l’anticorps étant un contrôle isotypique ou un anticorps spécifique de la Pgp.  A- Expression de la Pgp sur les 
CEMCH fœtales ; B- Expression de la Pgp sur les CGH fœtales. 

 
 
Les résultats obtenus suggèrent que l’ET-1 ne module pas l’expression de la Pgp dans un modèle 
in vitro humain fœtal de BHE (figure 36). 
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• Effet d’ET-1 sur l’activité de la Pgp des BHE foetales 
 
 
Nous avons souhaité regarder si l’ET-1 avait un effet sur l’activité de la Pgp de BHE fœtales. Pour 
ce faire, nous avons évalué le passage de la digoxine radio-marquée afin de calculer le coefficient 
Q.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
              
 
Figure 37 : Effet d’ET-1 sur l’activité de la Pgp des BHE de cellules fœtales. Flux de A vers B et B vers A. Les 

BHE fœtales étaient exposées 24 heures en apical à ET-1 (100 nM, 10 nM et 1 nM), puis le passage de la 
digoxine radiomarquée 3H, substrat spécifique de la Pgp, était évalué de B vers A et de A vers B. Les 

expériences furent réalisées trois fois, 3 à 6 BHE étant testées pour chaque passage (A vers B et B vers A) et ce, 
pour chaque condition.  A- Passage de A vers B (CLAB) de la digoxine ; B- Passage de B vers A (CLBA) de la 

digoxine. 
 
 
Concernant CLBA, la Pgp semble plus efficace dans les BHE traitées que dans les non traitées 
(figure 37 B). Concernant CLAB, la Pgp serait plus active dans les BHE témoins (qui efflueraient 
ainsi mieux la digoxine) que les traitées (figure 37 A). Cependant, aucun de ces résultats n’est 
significatif. Ci-après, les calculs du ratio Q permettant de considérer de façon globale l’activité de 
la Pgp en tenant compte des deux types de  passages, A vers B et B vers A, vont dans ce sens. 
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Figure 38 : Effet d’ET-1 sur l’activité de la Pgp des BHE de cellules fœtales. Ratios Q. Les BHE fœtales étaient 
exposées 24 heures en apical à ET-1 (100 nM, 10 nM et 1 nM), puis le passage de la digoxine radiomarquée 3H, 
substrat spécifique de la Pgp, était évalué de B vers A et de A vers B. A- Moyenne des ratios  Q (= CLBA/CLAB), 
un test statistique  anova avec post-test de Newman-Keuls ayant été effectué ; B- Pourcentages des ratios Q par 

rapport au témoin (%Q=Q*100/Qtémoin). 
 

 
Les ratios Q sont supérieurs à 2, indiquant que les BHE fœtales sont polariéses (figure 38). 
 
Un test Anova avec post test de Newman-Keuls donnait une valeur P supérieure à 0.9 pour les 
moyennes des Q (figure 38 A), indiquant qu’il n’y a aucun effet d’ET-1 sur l’activité de la Pgp 
des BHE humaines fœtales in vitro. Nous voyons sur le graphique représentant les pourcentages 
des Q par rapport au Q témoin (figure 38 B) que quelle que soit l’exposition à l’ET-1, nous 
restons dans des valeurs proches de celles du témoin. L’ET-1 ne modifie donc pas l’activité de la 
Pgp des CEMCH fœtales dans un modèle in vitro de BHE. 
 
 
 

IV-C. 2- Effet sur le modèle adulte humain  de BHE 

• Effet sur l’expression de la Pgp des CEMCH 
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Figure 39 : Expression de la Pgp totale (membranaire et intracellulaire), observée en cytométrie de flux, dans 
les CEMCH adultes d’un modèle in vitro humain de BHE  exposé à ET-1 durant 24 heures. Les cellules étaient 
perméabilisées avant fixation, et marquées avec un anticorps couplé à un fluorochrome, l’anticorps étant un 

contrôle isotypique ou un anticorps spécifique de la Pgp. Les expériences furent réalisées trois fois en duplicate 
sur les cellules provenant d’un patient. A- Expression de la Pgp sur les CEMCH adultes de BHE exposées 24h à 

100 nM d’ET-1 ; B- Expression de la Pgp sur les CEMCH adultes de BHE exposées 24h à 10 nM d’ET-1. 
 
 
Les courbes des contrôles isotypiques se superposent et permettent la comparaison de 
déplacements éventuels entre les courbes correspondant à l’anticorps spécifique de la Pgp. Ces 
courbes aussi se superposent et n’indiquent donc aucune modification de l’intensité de 
fluorescence, à savoir, qu’il n’y a pas de modification du nombre d’anticorps spécifiques de la 
Pgp se liant aux cellules (figure 39). L’ET-1 ne module pas l’expression de l’expression totale 
(membranaire et intracellulaire) de la Pgp des CEMCH adultes d’un modèle de BHE. 
 
Si l’ET-1 n’a pas d’effet sur l’expression de la Pgp totale, peut-être influe-t-elle sur la quantité du 
transporteur présent au niveau de la membrane plasmique, et donc de sa localisation. Ainsi, les 
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expériences ont de nouveau été effectuées, mais les cellules ne furent pas perméabilisées avant 
fixation et marquage.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 40 : Expression de la Pgp membranaire, observée en cytométrie de flux, dans les CEMCH adultes d’un 

modèle in vitro humain de BHE exposé à ET-1 durant 24 heures (100 nM et 10 nM). Les cellules (non 
perméabilisées) étaient marquées avec un anticorps couplé à un fluorochrome, l’anticorps étant un contrôle 

isotypique ou un anticorps spécifique de la Pgp. Les expériences furent réalisées deux fois en duplicate sur les 
cellules provenant d’un patient. 

 
 
L’ET-1 ne module pas non plus la localisation membranaire de la Pgp sur les CEMCH adultes 
d’un modèle in vitro de BHE (figure 40). Rappelons que l’activité d’un transporteur n’est pas liée 
à son expression. 
 
 

• Effet sur la fonctionnalité de la Pgp 
 
Nous nous sommes ensuite attachés à regarder si l’ET-1 pouvait moduler l’activité de la Pgp dans 
un modèle in vitro adulte de BHE humaines. Pour se faire, nous avons évalué le passage de la 
digoxine après que les BHE ont été exposées 24 heures à 100 nM ou 10 nM d’ET-1.  
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Figure 41 : Evaluation de l’activité de la Pgp sur les CEMCH adultes d’un modèle in vitro de BHE, via le 
passage de son substrat spécifique, la digoxine. Les BHE humaines adultes autologues étaient exposées à 10 nM 

ou 100 nM d’ET-1 en apical durant 24 heures. Les expériences furent réalisées sur les cellules provenant de 
trois patients, à chaque fois en quintuplicate pour chaque condition et chaque type de passage (A vers B ou B 
vers A).   A- Flux de A vers B (CLAB) de la digoxine radiomarquée (valeur P provenant d’un test bilatéral de 

Student); B- Flux de B vers A (CLBA) de la digoxine radiomarquée ; C- Pourcentage du ratio Q par rapport au 
témoin (%Q = Q*100/Qtémoin), Q correspondant à CLBA/CLAB. Un test bilatéral de Student avec variance inégale 

était effectué sur les pourcentages (Porcheray et al., 2005).  
 

 
Nous remarquons que les BHE sont toujours polarisées en présence d’ET-1 (Q supérieur à 2), 
suggérant que l’effet observé est bien dû à l’activité de la Pgp. 
 
Le flux de A vers B (CLAB), soit du compartiment apical (correspondant à la lumière du capillaire 
sanguin in vivo) vers le compartiment basal (correspondant au SNC in vivo), augmente de 4 fois 
lors d’une exposition avec 10 nM d’ET-1 (figure 41 A). Cela signifie qu’après une exposition à 
l’ET-1, la Pgp est moins fonctionnelle et efflue moins efficacement le substrat vers A. Une plus 
grande proportion de digoxine radio-marquée passe ainsi en basal. Si ce résultat n’est pas 
significatif, il montre clairement une tendance puisque la valeur p est proche de 0,05. Le flux de B 
vers A (CLBA) diminue, lui, de 0.35 fois comparé au témoin (figure 41 B). La Pgp est moins 
fonctionnelle, et peut donc moins bien contribuer au passage de la digoxine de B vers A.  
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Le ratio Q diminue significativement lorsque les BHE humaines adultes sont exposées à 10 nM 
d’ET-1 (valeur P de 0.004) (figure 41 C). Ainsi, QET-1 10 nM représente 14% du témoin ± SEM 
4.4%, ce qui indique une diminution de 85% par rapport au témoin. Lors d’une exposition à 100 
nM d’ET-1, les résultats ne sont pas significatifs, mais il y a bien une tendance (valeur P=0.09) 
avec QET-1 100 nM représentant 37% du témoin ± SEM 16%, soit une diminution de 63% par rapport 
au témoin.  
 
Cette diminution de l’activité de la Pgp retranscrite par la diminution de Q est surtout due à 
l’augmentation du flux de A vers B, et à une légère diminution du flux de B vers A.  
 
L’ET-1 n’a donc pas d’influence sur l’expression de la Pgp, mais elle induit une diminution de 
l’activité de la Pgp de la monocouche de CEMCH d’un modèle in vitro de BHE humaines adultes. 
Cette modulation de l’activité est la plus pertinente au regard de ses potentialités dans les 
thérapeutiques, puisque c’est en modulant l’activité du transporteur que l’on peut modifier l’efflux 
de certaines molécules, et donc la pénétration dans le SNC de médicaments. 
 
 
 

IV-C. 3- Effet sur les cellules gliales humaines en monoculture 
 
Comme l’ET-1 a une action autocrine, mais aussi paracrine, nous avons regardé si le peptide 
pouvait avoir un effet sur les cellules gliales en monoculture. 
 

• Effet sur les cellules gliales adultes 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figure 42 : Expression  protéique totale de la MRP1 et de la BCRP (ou ABCG2) visualisée en cytométrie de flux 

sur des cellules gliales humaines adultes exposées 24 heures à 100 nM d‘ ET-1. Les cellules étaient 
perméabilisées, fixées et marquées avec un anticorps couplé à un fluorochrome, l’anticorps étant un contrôle 

isotypique ou un anticorps spécifique de l’un des transporteurs. Les résultats obtenus furent les mêmes sur deux 
à trois patients (selon le transporteur étudié), les expériences ayant été réalisées deux à trois fois en triplicate.  

A- Expression de la MRP1 ; B- Expression de la BCRP (ou ABCG2). 
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Figure 43 : Expression  protéique totale de la Pgp  visualisée en cytométrie de flux sur des cellules gliales 
humaines adultes exposées 24 heures à différentes concentrations d’ET-1 (100 nM, 10 nM et 1 nM). Les cellules 

étaient perméabilisées, fixées et marquées avec un anticorps couplé à un fluorochrome, l’anticorps étant un 
contrôle isotypique ou un anticorps spécifique de la Pgp. Les résultats obtenus furent les mêmes sur deux à trois 

patients (selon le transporteur étudié), les expériences ayant été réalisées deux à trois fois en triplicate. 
 
 
 
L’ET-1 n’a pas d’effet sur l’expression protéique de la Pgp (figure 43), de la MRP ou de la BCRP 
(ABCG2) (figure 42) de cellules gliales adultes en monoculture. 
 
 
 

IV-C. 4- Mécanismes impliqués dans la modulation de la Pgp par 
l’ET-1 dans le modèle adulte de BHE humaine 
 
L’ET-1 diminue l’activité de la Pgp dans un modèle in vitro humain adulte de BHE. Ce résultat 
conduit naturellement à se demander quel est le récepteur à l’ET-1 impliqué, ETA ou ETB ? Afin 
d’y répondre, nous avons de nouveau exposé des BHE humaines adultes in vitro à l’ET-1, mais 
cette fois-ci en présence ou non d’antagonistes aux récepteurs ETA et ETB.  
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Figure 44 : Effet d’ET-1 sur l’activité de la Pgp des BHE humaines adultes in vitro en présence d’antagonistes 
aux récepteurs. Les BHE adultes étaient exposées 24 heures en apical à ET-1 10 nM en présence ou non de 100 
nM d’antagonistes au récepteur ETA (anta ETA) ou de 100 nM d’antagonistes au récepteur ETB (anti ETB), les 

BHE témoins n’étant exposées à aucun des composés, et certaines BHE étant exposées seulement aux deux 
antagonistes en absence d’ET-1. Puis le passage de la digoxine radiomarquée 3H, substrat spécifique de la Pgp, 
était évalué de B vers A et de A vers B. Expériences réalisées une seule fois en quadruplicate sur un seul patient. 

A- Moyenne des ratios  Q (= CLBA/CLAB) ; B- Pourcentages des ratios Q par rapport au témoin 
(%Q=Q*100/Qtémoin). 

 
 
Ces résultats (figure 44) montrent tout d’abord que les antagonistes aux récepteurs seuls, en 
l’absence d’ET-1, n’ont pas d’effet sur le passage de la digoxine, puisque le ratio Q est alors du 
niveau de celui du témoin (Qanta ETA + anta ETB = 95.2% par rapport au témoin). Nous observons bien, 
comme nous l’avions déjà démontré, une diminution de l’activité de la Pgp avec la présence 
durant 24 heures de 10 nM d’ET-1. Lorsqu’on ajoute, en plus d’ET-1, l’antagoniste au récepteur 
ETA, le niveau du ratio Q tend à augmenter pour se rapprocher de celui du témoin (QET-1 + anta ETA = 
77.3% par rapport au témoin), bien qu’il reste inférieur encore de 22.7 %. Ceci indique qu’une 
partie d’ET-1 agit via ETA. Lorsqu’on ajoute, en plus d’ET-1, l’antagoniste au récepteur ETB, le 
niveau du ratio Q augmente et devient 2.61 fois supérieur à celui du témoin (%QET-1 + anta  ETB = 
261% par rapport au Q témoin). Ceci indique que la majorité d’ET-1 agirait via ETB. 
 
 

IV-C. 5- Conclusion concernant l’effet d’ET-1 sur la Pgp 
 
L’ET-1 ne module ni l’expression ni l’activité de la Pgp de BHE humaines fœtales in vitro. Si elle 
n’influence pas non plus l’expression de la Pgp de BHE humaines adultes in vitro, elle diminue en 
revanche son activité, et ce principalement via le récepteur ETB.  
 
Ces résultats questionnent ainsi sur les différences de thérapeutiques entre l’adulte et le fœtus dans 
un contexte de neuro-inflammation. En effet, l’ET-1 libérée par la neuro-inflammation pourrait-
elle faciliter le passage des médicaments dans le SNC adulte, et n’avoir pas d’effet sur ce plan 
chez le fœtus ? Les voies de signalisation sont-elles différentes chez l’adulte et le pré-natal ?  
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IV-E. Effet de l’ET-1 sur la neuro-inflammation  
 

IV-E. 1- Effet d’ET-1 sur la sécrétion de MCP-1 dans un modèle 
adulte de BHE humaine 
 
La MCP-1 est une chimiokine importante dans la neuro-inflammation. Elle participe au 
recrutement leucocytaire. De plus, la sécrétion de MCP-1 est souvent associée à celle d’ET-1 in 
vivo, et, in vitro, les cellules endothéliales cérébrales et astrocytaires exposées à l’ET-1 ou un 
antagoniste de ses récepteurs sécrètent de la MCP-1. Nous avons regardé si l’ET-1 induisait la 
sécrétion de MCP-1 dans un modèle humain adulte de BHE in vitro. 
 
 
 

• Effet sur la sécrétion de MCP-1 en basal 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 45 : Modulation de la concentration de MCP-1 secrété dans le compartiment basal d’un modèle in vitro 
humain adulte de BHE exposé à ET-1. Les BHE autologues humaines adultes étaient exposées à 10 nM ou 100 

nM d’ET-1 en apical durant 24 heures. Les expériences furent réalisées sur les cellules provenant de trois 
patients. déterminées.Des tests ELISA furent ensuite réalisés sur 6 surnageants basaux par conditions. Un test 
de Dixon était effectué pour éliminer les valeurs aberrantes. En raison d’une forte variabilité inter-patients, les 
résultats sont exprimés en pourcentages de la  modulation des concentrations (C) de MCP-1 par rapport à la 
concentration des témoins (%C=CET-1*100/Ctémoin). Un test bilatéral de student avec variances inégales a été 

réalisé sur ces pourcentages (Porcheray et al., 2005). 
 
 
L’expression basale de MCP-1 se situait entre 1 et 50 ng/mL selon les patients, avec une moyenne 
sur les trois patients de 23 ng/mL. Les BHE in vitro exposées durant 24 heures à 100 nM d’ET-1 
en apical voyaient leur concentration basale de MCP-1 augmenter significativement de 12% (CET-

1 100 nM = 112.8% du témoin ± SEM 4.2%, valeur P = 0.038) (figure 45). Lors d’une exposition à 
10 nM d’ET-1, la concentration de MCP-1 en basal était encore supérieure (CET-1 10 nM = 123.3% 
du témoin ± SEM 5.9%, valeur P = 0.085) mais les résultats n’étaient pas significatifs. Cependant, 
la valeur P étant comprise entre 0.05 et 0.1, ces résultats montrent clairement une tendance à 
l’augmentation. L’ET-1 induit donc une sécrétion de MCP-1 dans le compartiment basal de BHE 
humaines adultes in vitro. 
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• Quel récepteur à l’ET-1 est impliqué dans la sécrétion de MCP-1 en 
basal ? 

 
Nous nous sommes demandé quel était le récepteur à l’endothéline impliqué. Nous avons regardé 
les modulations de la concentration en MCP1 du compartiment basal de BHE in vitro humaines 
adultes exposées à 10 nM d’ET-1 durant 24 heures en présence soit de 100 nM d’antagoniste au 
récepteur ETA, soit de 100 nM d’antagoniste au récepteur ETB. Les BHE contrôles n’étaient 
exposées à aucun de ces composés, tandis que d’autres BHE étaient soumises aux deux 
antagonistes à la fois, en l’absence d’ET-1.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 46 : Effet des antagonistes aux récepteurs ETA et ETB sur la modulation de la sécrétion de MCP-1 dans 
le compartiment basal de BHE in vitro humaines adultes exposées à ET-1. Les BHE furent exposées 24 heures à 

ET-1 10 nM en apical, en présence ou non soit de 100 nM d’antagoniste au récepteur ETA, soit de 100 nM 
d’antagoniste au récepteur ETB. Certaines BHE  furent exposées aux deux antagonistes à la fois en l’absence 
d’ET-1. Les BHE furent ici réalisées avec les cellules d’un seul et même patient. Huit surnageants basaux par 

condition furent soumis à un ELISA en duplicate. Les surnageants basaux furent ensuite récoltés et soumis à des 
ELISA pour le dosage de MCP-1. Les concentrations sont ici représentées en pg/mL. Un test de comparaison 
multiple de Newman-Keuls donna une valeur P globale de 0.056. La comparaison de chaque condition et la 

détermination de différentes valeurs P fut obtenue par la Procédure GLM/Least square means (algorithme des 
moyennes quadratiques minimales). 

 
Les deux antagonistes d’ETA et ETB induisent une diminution de l’induction de la sécrétion de 
MCP-1 par ET-1 (3899 ± SEM 289 pg/ml pour ET-1 seul ; 3013 ± SEM 361 pg/ml en présence de 
l’antagoniste d’ETA et 3188 ± SEM 273 pg/ml en présence de l’antagoniste d’ETB) (figure 46). 
Cependant, seule la diminution engendrée par l’antagoniste d’ETA était significative comparée à 
la concentration en présence d’ET-1 seul (valeur P = 0.0443). Ainsi, l’action d’ET-1 semble en 
grande part médiée par le récepteur ETA, mais nous ne pouvons pas exclure l’hypothèse qu’une 
partie de l’effet provienne aussi de l’action d’ET-1 sur ETB, dans la mesure où lorsque 
l’antagoniste d’ETA est présent, nous ne retrouvons pas le niveau basal de sécrétion. D’ailleurs, 
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lorsque l’antagoniste d’ETB est présent avec ET-1, il y a une tendance, même si elle n’est pas 
significative, à la diminution de la sécrétion de MCP-1 en basal (valeur p = 0.1). Nous 
remarquons que les antagonistes seuls, en l’absence d’ET-1, donne une augmentation de la 
concentration de MCP1 significative (3594 ± SEM 246 pg/mL ; valeur p = 0.0424) bien qu’elle 
n’atteigne pas le niveau de la concentration engendrée par ET-1. Cela pourrait indiquer qu’à un 
niveau basal, l’ET-1, via ses récepteurs, régule négativement la sécrétion de MCP-1. Une autre 
hypothèse serait que l’un ou l’autre des antagonistes, ou les deux, agissent sur une autre voie de 
signalisation. 
 

• Sécrétion de MCP-1 en apical 
 
Nous avons regardé succinctement les concentrations de MCP-1 sécrété en apical dans ces mêmes 
expériences. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 47 : Effet des antagonistes aux récepteurs ETA et ETB sur la modulation de la sécrétion de MCP-1 dans 

le compartiment apical de BHE in vitro humaines adultes exposées à ET-1. Les BHE furent exposées 24 heures à 
ET-1 10 nM en apical, en présence ou non soit de 100 nM d’antagoniste au récepteur ETA, soit de 100 nM 

d’antagoniste au récepteur ETB. Certaines BHE  furent exposées aux deux antagonistes à la fois en l’absence 
d’ET-1. Les surnageants apicaux furent ensuite récoltés et soumis à des ELISA pour le dosage de MCP1. Les 
concentrations sont ici représentées en pg/mL. Un test de comparaison multiple Anova donna une valeur P 

globale de 0.16. La comparaison de chaque condition et la détermination de différentes valeurs P fut obtenue 
par la Procédure GLM/Least square means (algorithme des moyennes quadratiques minimales).  

 
ET-1 induit une tendance à l’augmentation de la sécrétion de MCP-1 en apical (valeur P = 0.073) 
dont la sécrétion passe en moyenne de 1798 ± SEM 119 pg/mL à 2341 ± SEM 158 pg/mL (figure 
47). En présence de l’antagoniste d’ETA, la concentration de MCP-1 en apical était 
significativement augmentée (valeur P = 0.02) passant d’une moyenne de 1798 ± SEM 119 pg/mL 
pour les cellules témoins à 2515 ± SEM 309 pg/mL. En présence de l’antagoniste ETB, la 
concentration de MCP-1 sécrété (2260 ± SEM 276 pg/mL) était inférieure à celle en présence 
d’ET-1 seul, et était non significativement différente de la concentration en apical des BHE 
témoins (valeur P = 0.15). Les deux antagonistes, en l’absence d’ET-1, donnaient une 
concentration plus faible qu’en présence d’ET-1 (avec ou sans antagonistes), et significativement 
proche de la concentration des BHE témoins (valeur P = 0.5). Ainsi, on peut supposer que la 
tendance à l’augmentation de la sécrétion de MCP-1 en apical des BHE exposées 24 heures à ET-
1 est due au récepteur ETB.  
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On peut imaginer que si cette augmentation est plus importante avec un antagoniste d’ETA, cela 
pourrait éventuellement s’expliquer en avançant l’hypothèse qu’ETA régulerait négativement ETB 
pour cette voie de signalisation ; ainsi, si ETA ne fonctionne pas, ETB induit une sécrétion d’autant 
plus importante de MCP-1. 
 
Dosage de MCP-1 dans les surnageants de cellules gliales en monoculture : 
 
Un dosage ELISA de MCP1 dans les surnageants d’astrocytes fœtaux humains exposés durant 24 
heures à 10 nM et 100 nM d’ET-1 donnaient des résultats préliminaires semblant indiquer une 
sécrétion de MCP1 (20% d’augmentation). 
 

• Conclusion concernant la sécrétion de MCP-1 
 
L’ET-1 induit une sécrétion significative de MCP-1 en basal de BHE humaines in vitro, 
essentiellement via le récepteur ETA, et une sécrétion en apical via ETB.  
 
Il est probable que le niveau constitutif d’ET-1 induise une régulation de la sécrétion basale de 
MCP-1. Cette régulation disparaît en présence des deux antagonistes aux récepteurs ETA et ETB, 
conduisant à une augmentation significative de la sécrétion de MCP-1 en basal. 
 
 

IV-E. 2- Effet d’ET-1 sur la sécrétion d’IL-8 dans un modèle adulte de 
BHE humaine 
 
L’IL-8 est une autre chimiokine très importante dans les phénomènes inflammatoires. Elle est, 
tout comme MCP-1, un puissant attracteur de leucocytes. L’ET-1, dans des monocultures de 
cellules cérébrales humaines, induit la sécrétion d’IL-8. Nous avons cherché à savoir ce qu’il en 
était au niveau d’un modèle humain adulte de BHE. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 48 : Modulation de la concentration d’IL-8 secrétée dans le compartiment apical ou basal d’un modèle 
in vitro humain adulte de BHE exposé à ET-1. Les BHE autologues humaines adultes étaient exposées à 10 nM 
ou 100 nM d’ET-1 en apical durant 24 heures. Des tests BIOPLEX  étaient ensuite réalisés sur les surnageants. 

Un test de Dixon était effectué pour éliminer les valeurs aberrantes. En raison d’une forte variabilité inter-
patients, les résultats sont exprimés en pourcentages de la  modulation des concentrations (C) de cytokines par 

rapport à la concentration des témoins (%C=CET-1*100/Ctémoin). Un test bilatéral de student avec variances 
inégales a été réalisé sur ces pourcentages (Porcheray et al., 2005). IL-8 sécrété en apical, les résultats 

proviennent de l’analyse de 3 patients et 3 surnageants par condition ; IL-8 sécrété  en basal, les résultats 
proviennent de l’analyse de 3 patients et 5  surnageants par condition. 



A. HEMBURY                                                              BHE et ET-1 : REGULATION des TRANSPORTEURS ABC et des CYTOKINES INFLAMMATOIRES 

- 96 - 

 
 
L’ET-1 à 10 nM induit une augmentation significative de la sécrétion d’IL-8 en basal de BHE 
humaines adultes (%CET-1 10 nM = 107 ± SEM 2.4% ; valeur p = 0.024) (figure 48). 
 
 
 

IV-E. 3- Effet d’ET-1 sur la sécrétion d’IL-6 dans un modèle adulte de 
BHE humaine 
 
L’IL-6 est une cytokine pro-inflammatoire. Elle a été montrée comme régulant certains 
transporteurs ABC comme la Pgp. Certaines cellules humaines stimulées par l’ET-1 sécrètent de 
l’IL-6. Nous avons ainsi cherché à connaître l’effet de l’ET-1 sur la sécrétion de cette 
cytokine dans un modèle de BHE humaine. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 49 : Modulation de la concentration d’IL-6  secrétée  dans le compartiment apical ou basal d’un modèle 
in vitro humain adulte de BHE exposé à ET-1. Les BHE autologues humaines adultes étaient exposées à 10 nM 
ou 100 nM d’ET-1 en apical durant 24 heures. Des tests BIOPLEX  étaient ensuite réalisés sur les surnageants. 

Un test de Dixon était effectué pour éliminer les valeurs aberrantes. En raison d’une forte variabilité inter-
patients, les résultats sont exprimés en pourcentages de la  modulation des concentrations (C) de cytokines par 

rapport à la concentration des témoins (%C=CET-1*100/Ctémoin). Un test bilatéral de student avec variances 
inégales a été réalisé sur ces pourcentages (Porcheray et al., 2005). IL-6 sécrété en apical, les résultats 

proviennent de l’analyse de 3 patients et  6 surnageants par condition ; IL-6 sécrété en basal, les résultats 
proviennent de l’analyse de 3 patients et 5 (pour ET-1 10 nM) et 3 (pour ET-1 100nM)  surnageants par 

condition. 
 

 
 
L’ET-1 induit une tendance à l’augmentation d’IL-6 en apical (%CET-1 100 nM = 111.7 ± SEM 
5.3% ; valeur P = 0.075) et en basal (%CET-1 100 nM = 119.4 ± SEM 3.9% ; valeur P = 0.055 et 
%CET-1 10 nM = 121.7 ± SEM 8.8% ; valeur P = 0.091) (figure 49). 
 
 
Il est à noté que le dosage des cytokines IL-6, et IL-8 en Bioplex, et de MCP-1 en ELISA se 
faisait à partir des mêmes surnageants cellulaires. 
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IV-E. 4- Effet d’ET-1 sur la sécrétion de MMP 
 
Les MMP aident à la migration des leucocytes dans le SNC lors de la neuro-inflammation. De 
plus, l’ET-1 induit la sécrétion de certaines MMP par certaines cellules humaines. Nous avons 
cherché à savoir si l’ET-1 avait un effet sur la sécrétion de certaines MMP. 
 
Après analyse en ELISA de la quantité de MMP3 et MMP9 dans les surnageants basaux de BHE 
humaines adultes exposées in vitro à l’ET-1 durant 24 heures, aucune modulation n’a été détectée. 
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V- DISCUSSION 
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Nos travaux ont porté sur l’étude de l’effet de l’endothéline 1 (ET-1) appliquée à des modèles 
autologues in vitro humains de barrière héméto-encéphalique (BHE). Les cellules employées 
proviennent d’individus et ne sont donc pas des cellules en lignées (ne reflétant en rien la réalité 
physiologique). Nous avons vérifié qu’elles exprimaient la P-glycoprotéine (Pgp), le transporteur 
d’efflux que nous souhaitions le plus largement étudier. Pour ce qui concerne la MRP1 et 
l’ABCG2 (ou BCRP), nous avons déjà formulé des hypothèses dans la partie ‘Résultats’ 
concernant leur faible expression ou leur absence d’expression. Dans la littérature il est stipulé 
que les cellules voient leur expression de MRP1 se modifier selon les types cellulaires en 
présence. Par exemple, des cellules endothéliales cérébrales immortalisées de rat voyaient 
l’expression de leur MRP1 diminuer lors de leur mise en co-culture avec des astrocytes (Regina et 
al., 1998). L’expression en ARNm ou en protéines des transporteurs ABC dépend du modèle 
utilisé. Ainsi, mdr1b n’est pas détectable in vivo sur la BHE (Schinkel et al., 1995) alors qu’il peut 
être exprimé par des cellules en culture (Barrand et al., 1995). Ainsi, il est probable que la mise en 
culture des cellules est eu un impact sur l’expression de ces deux transporteurs. 
 
Les deux modèles étudiés, adulte et fœtal, possédaient une bonne intégrité de la monocouche de 
cellules endothéliales microvasculaires cérébrales humaines (CEMCH) puisque le sucrose ne 
traversait que très peu cette barrière, indiquant un faible passage para-cellulaire et des jonctions 
serrées fonctionnelles. 
 
 
 

V-A. Comparaison des modèles in vitro adultes et fœtaux de 
BHE humaines : 
 
 
Les deux modèles, adulte et fœtal, possédaient des barrières faiblement perméables au sucrose 
(inférieur à 0.2 ± SEM 0,013 µL/min, soit inférieur à 3.3 x 10-6 ± SEM 0,022 x 10-6 cm/sec), ce 
qui implique un très faible passage para-cellulaire et donc des jonctions serrées fonctionnelles. 
Les deux modèles sont largement reproductibles puisque l’on observe une très faible SEM (SEM 
environ égale à 6.5 % de la valeur de la moyenne). Les deux types de BHE étaient également 
polarisés puisque le ratio Q était supérieur à 2 dans les deux cas. 
 
Nous avons donc étudié l’effet de l’ET-1 sur ces deux types de modèle in vitro humain de BHE. 
Tous deux ne répondent pas de la même façon à cette exposition puisque l’ET-1 n’a pas d’effet 
sur les BHE fœtales. Plusieurs hypothèses peuvent être formulées sur cette différence.  
 
La première concerne la co-culture. Dans le modèle adulte, les CEMCH sont cultivées en 
présence de cellules gliales, à savoir un mélange de cellules comprenant des astrocytes, des 
précurseurs microgliaux, des péricytes -que nous assimilons exceptionnellement aux cellules 
gliales en raison de leur marquage NG2 et de leur apport dans l’induction des propriétés de la 
BHE (Dohgu et al., 2005; Hayashi et al., 2004; Hori et al., 2004) et quelques cellules microgliales. 
Dans le modèle fœtal, les CEMCH ne sont cultivées qu’en présence d’astrocytes. Ainsi, il est 
possible que les astrocytes seuls ne permettent pas l’induction de toutes les propriétés de la BHE 
(jonction serrées, transporteurs…), ceci allant dans le sens des travaux de Nakagawa et al. (2007) 
qui montraient qu’une co-culture en présence d’astrocytes et de péricytes favorisait l’étanchéité de 
la BHE. Nos résultats sur le passage du sucrose confirment d’ailleurs les résultats de cette équipe, 
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puisque nous trouvons une tendance statistique confirmant que les BHE adultes sont légèrement 
moins perméables au sucrose que les BHE fœtales.  
 
La deuxième hypothèse qui pourrait expliquer les différences entre le modèle fœtal et adulte serait 
tout simplement que les CEMCH fœtales et adultes n’auraient pas les mêmes propriétés in vitro et 
in vivo. Plusieurs travaux vont dans ce sens. Une étude chez le mouton in vivo avait d’ailleurs 
souligné que le passage du sucrose à travers la BHE était bien plus important chez de jeunes fœtus 
que chez des nouveaux nés (Evans et al., 1974). Chez le rat, il a été observé une diminution de 
l’influx de potassium avec le développement cérébral, notamment lors d’une comparaison entre le 
fœtus et le nouveau né (Keep et al., 1995). 
 
 
 

V-B. Effet de l’ET-1 sur l’activité de la Pgp 
 
L’activité de la Pgp est importante à connaitre, puisqu’elle contrôle le passage des molécules 
thérapeutiques dans le SNC. Plus la Pgp est active, moins les médicaments pénètreront dans le 
SNC. 
 

V-B. 1- Les hypothèses découlant de nos résultats 
 
Nous avons montré que l’ET-1 induisait une diminution de l’activité de la Pgp présente sur la 
monocouche de CEMCH d’un modèle in vitro de BHE humaines adultes. D’après des résultats 
préliminaires, il semble que l’action d’ET-1 se fasse principalement via ETB, bien qu’un 
antagoniste au récepteur ETA puisse en partie induire une réponse proche de celle des cellules 
contrôles. Ce qui intrigue est que le passage global de la digoxine en présence d’un antagoniste au 
récepteur ETB (Q ET-1 + anta  ETB) est supérieur au Qcontrôle, impliquant une activité plus élevée de la 
Pgp.  
 
Une première hypothèse serait que l’antagoniste au récepteur ETB non seulement empêcherait 
l’action de l’ET-1 ajouté en apical, mais peut-être également de l’ET-1 endogène présent à un 
niveau basal dans le modèle BHE.  
 
Une autre hypothèse serait que le récepteur ETB régulerait négativement la voie de régulation 
positive de la Pgp effectuée par le récepteur ETA, tandis que le récepteur ETA régulerait 
positivement ETB ainsi que l’activité de la Pgp. En l’absence de la régulation négative due à 
l’antagoniste au récepteur ETB, il en résulterait une augmentation de l’activité de la Pgp. En 
l’absence de la régulation positive due à l’antagoniste au récepteur ETA, la voie empruntant ETB 
ne serait activée que d’une moindre façon ce qui produirait une diminution plus faible de l’activité 
de la Pgp (figure 50). 
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Figure 50 : Schématisation d’une hypothèse sur le rôle des récepteurs à l’ET-1 dans l’activité de la Pgp des 
CEMCH adultes d’un modèle in vitro de BHE. A- L’exposition à de fortes concentrations en ET-1 durant 24 
heures provoque une diminution de l’activité de la Pgp, la signalisation via ETB primant ; B- Dans les mêmes 

conditions, mais en présence d’un antagoniste au récepteur ETB, la régulation positive via ETA apparaît et induit 
une augmentation de l’activité de la Pgp supérieure à celle observée dans les conditions contrôles ; C- Toujours 
en présence de fortes concentrations d’ET-1, mais également en présence d’un antagoniste au récepteur ETA, le 
peptide induit une régulation négative de la Pgp via ETB, mais cette diminution de l’activité est moindre qu’en 
présence du récepteur ETA  fonctionnel, puisqu’il n’y a plus la régulation positive d’ETB engendrée par ETA. 

 
 
Certaines données de la littérature appuient cette hypothèse de dualité de l’axe à l’endothéline, 
puisque si une voie est activée par l’un des récepteurs à l’ET-1, l’autre récepteur est souvent 
impliqué dans la voie contraire. Ainsi, ETB dans des cultures de cellules hépatiques humaines 
semble intervenir dans l’inhibition de la croissance cellulaire (Mallat et al., 1996), tandis que dans 
les cellules épithéliales intestinales de rat, le récepteur ETA intervient dans l’induction de la 
croissance cellulaire (Shigematsu et al., 1998). ET-1 agit également sur l’apoptose par le biais du 
récepteur ETB, (Dong et al., 2005), la survie cellulaire étant, elle, engagée via le récepteur ETA 
(Pflug et al., 2007).  
 
Une troisième hypothèse viserait à se questionner quant à l’affinité d’ET-1 pour ses deux 
récepteurs. La constante de dissociation d’ET-1 pour les deux récepteurs ETA et ETB semble être 
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la même et avoisiner les 0.07 nM dans les cellules de la vésicule biliaire humaine (Huang et al., 
2001b), et est, au plus haut, décrite à 0.5 nM (Johnstrom et al., 2005). Peut-être cette constante 
diffère-t-elle au niveau des CEMCH. Nous devons cependant garder à l’esprit que dans nos 
conditions expérimentales, la concentration d’ET-1 pour l’étude de son effet, à savoir 10 nM et 
100 nM, est très largement supérieure à la constante de dissociation, impliquant une probable 
saturation des récepteurs. Peut-être, en revanche, est-ce la quantité des deux récepteurs au niveau 
des cellules en culture qui n’est pas équivalente, l’un d’eux pouvant être beaucoup plus présent 
que l’autre et ainsi favoriser l’une des voies de signalisation. 
 
Nous ne pouvons pas non plus écarter l’hypothèse que les antagonistes utilisés puissent avoir une 
action à un autre niveau, bien que cela paraisse peu probable, les autres équipes ne relatant pas 
une telle possibilité. 
 
Enfin, une autre hypothèse est que la régulation de l’activité serait bien plus complexe et 
impliquerait les cellules gliales et un ou des intermédiaires. En effet, l’ET-1 ne traverse pas la 
BHE, à priori, pour des concentrations plus faibles que celles ici employées (Johnstrom et al., 
2005). Peut être avec des doses telles que 10 nM ou 100 nM d’ET-1, une petite portion du peptide 
traverse la BHE, ces concentrations, mêmes faibles, suffisant à agir sur les cellules gliales qui 
alors induisent une modification de l’activité de la Pgp des cellules endothéliales. 
 
 
 

V-B. 2- Comparaison de nos résultats avec ceux de la littérature 
 
Des expériences similaires ont été réalisées récemment chez le rat par Bauer et al. (2007). Cette 
équipe montre que l’ET-1 (10 et 100 nM) induit une diminution de l’activité de la Pgp des 
capillaires cérébraux pour de courts temps d’exposition (une à trois heures), et une augmentation 
de l’activité de la Pgp à des temps plus longs d’exposition (six heures). Nous observons, dans le 
modèle humain de BHE, une diminution de l’activité de la Pgp après 24 heures d’exposition. 
Serait-il possible que nous observions une augmentation de l’activité de la Pgp à des temps 
beaucoup plus longs d’exposition ? Il faut cependant garder à l’esprit qu’il existe de grandes 
différences entre les deux modèles utilisés. Tout d’abord, l’équipe de Bauer travaille sur une 
espèce différente, le rat, et sur des capillaires entiers qui ne sont pas mis en culture mais utilisés en 
l’état. D’autre part, le substrat de la Pgp utilisé par cette équipe est un dérivé de la cyclosporine A. 
Ces différences de procédés peuvent donc en partie expliquer les différences de résultats. Nous ne 
pouvons cependant pas écarter l’hypothèse que les cellules humaines se comportent différemment 
des cellules de rat. Rappelons d’ailleurs que chez le rat, deux gènes codent pour la Pgp tandis 
qu’un seul intervient chez l’homme (Loscher et Potschka, 2005b). Ceci pourrait également 
expliquer pourquoi l’ET-1 induit une modification de l’expression de la Pgp dans les capillaires 
de rat, ce que nous n’observons pas avec les cellules humaines.  
 
Une autre différence à souligner entre le rat et l’homme est le fait que dans le modèle in vitro 
humain de BHE, l’effet le plus important et le plus significatif de l’ET-1 sur l’activité de la Pgp 
soit à une concentration de 10 nM et non de 100 nM. Bien sûr, nos résultats ont été obtenus à 
partir de cellules de seulement trois patients différents. Mais l’ET-1 est connu pour avoir 
différents effets à des concentrations différentes (Shirakami et al., 1993). Ainsi, peut-être qu’à de 
très hautes concentrations d’ET-1 les effets sur la Pgp sont moindres, ou peut-être impliquent-ils 
une autre voie de régulation. Dans la littérature il est décrit des différences d’effet d’ET-1 en 
fonction de sa concentration. Ainsi, de faibles concentrations d’ET-1 (10-9 M), sur des lignées de 
cellules intestinales chez le rat, induisent la prolifération cellulaire des cellules épithéliales, tandis 
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que de fortes concentrations d’ET-1 (10-7 M) engendraient une inhibition de la croissance 
cellulaire. Ceci souligne la dualité de l’axe de signalisation de l’ET-1 (Shigematsu et al., 1998). 
 
Une autre hypothèse serait aussi qu’à une concentration de 10 nM, la voie de signalisation 
empruntée par l’ET-1 soit plus rapide qu’à 100 nM. Pour discriminer ces hypothèses, il faudrait 
réaliser des cinétiques à différentes concentrations et observer l’effet de l’ET-1 sur l’activité de la 
Pgp.  
 
D’autre part, les résultats de Bauer et al. (2007) proviennent de l’étude de capillaires de rat qui ne 
sont pas mis en culture, contrairement à nos cellules. Ils se trouvent que des travaux publiés 
montrent que des organes en culture voient leurs concentrations en récepteurs ETA et ETB 
modifiées (une augmentation en protéines pour les deux récepteurs étant due à une augmentation 
de la transcription du gène pour ETB, et une probable augmentation de la traduction dans le cas de 
ETA) (Nilsson et al., 2008). Ainsi, dans notre modèle, peut-être les niveaux d’expression d’ETA et 
ETB diffèrent-ils de ceux in vivo. 
 
Certains de nos résultats préliminaires semblent suggérer que l’effet de l’ET-1 sur la Pgp se ferait 
principalement via le récepteur ETB, et partiellement via ETA. Chez le rat, la diminution de 
l’activité de la Pgp se fait également via ETB, tandis que l’augmentation de l’activité de la Pgp 
lors d’expositions plus longues à l’ET-1 impliquerait ETA et ETB. Dans la mesure où chez le rat, 
les voies de signalisation de ces récepteurs font appel à NOS et PKC, peut-être en est-il de même 
dans les cellules cérébrales humaines. 
 
Un autre point intéressant est que nous n’assistons pas, dans nos conditions (BHE in vitro 
humaines adultes exposées 24 heures à 10 et 100 nM d’ET-1), à une rupture de la barrière. Bauer 
et al. (2007) n’ont pas non plus observé de modification de la perméabilité des capillaires 
cérébraux de rat après 6 heures d’incubation avec 100 nM d’ET-1. Cependant, notre équipe avait 
montré une augmentation de la perméabilité de la BHE dans un modèle in vitro humain de co-
culture de cellules endothéliales cérébrales avec des astrocytes, le modèle étant exposé 24 heures 
à 200 nM d’ET-1 (Didier et al., 2003). Cette différence pourrait être imputée au fait que le modèle 
de Bauer, ou celui avec une co-culture en présence de cellules gliales, soit plus complet, et que les 
astrocytes seuls n’induisent pas toutes les propriétés de la BHE, puisque l’ajout de péricytes a été 
prouvé comme améliorant l’imperméabilité de la BHE in vitro (Nakagawa et al., 2007). 
 
 

V-B. 3- Implication des différences d’activités dans les modèles adulte 
et foetal 
 
L’activité de la Pgp a une influence sur le passage de certaines molécules thérapeutiques dans le 
SNC, ce transporteur étant très présent au niveau de la BHE. Plus la Pgp est active, moins certains 
médicaments pénètreront dans le SNC. Ce transporteur est donc en lui-même une cible 
thérapeutique. Ainsi, si les BHE fœtales et adultes ont bien des propriétés différentes, cela sous 
entend qu’elles ne répondront pas de la même façon in vivo à l’ET-1. 
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V-C. Effet de l’ET-1 sur MCP-1 
 
 
Nous avons observé que l’ET-1 induit une sécrétion significative de MCP-1 en basal, 
probablement majoritairement via ETA, ce qui va dans le sens des résultats publiés par Chen et al. 
(2001). Nos résultats montrent également une tendance statistique à la sécrétion de MCP-1 en 
apical. 
 
Notre modèle étant une co-culture de cellules endothéliales et de cellules gliales, nous pouvons 
nous demander quel type cellulaire sécrète le MCP1 en basal et en apical, sachant que la sécrétion 
ne se fait pas forcément par les mêmes cellules en apical et en basal. En effet, les cellules 
endothéliales (Chen et al., 2001) comme les cellules gliales (Huang et al., 2002), et certains de nos 
résultats le montrent, peuvent sécréter MCP-1. Il semblerait cependant que les astrocytes soient la 
source majeure de MCP-1 dans le SNC (Huang et al., 2002). 
 
 

V-C. 1- Sécrétion de MCP-1 en basal 
 
Les cellules gliales seraient ainsi la source majeure de MCP-1 dans le SNC (Huang et al., 2002). 
Les études de Chen et al. (2001) montrent que des concentrations d’ET-1 comparables aux nôtres, 
mises en présence de CEMCH, induisent des sécrétions de MCP-1 d’environ 3 ng/mL pour 106 
cellules (si l’on se fie aux unités de la légende plutôt qu’à celles de la figure). Si nous essayons de 
rendre nos résultats comparables (bien que cela soit difficile puisqu’il y a dans notre modèle deux 
types cellulaires en présence), à savoir, si l’on rapporte la quantité de MCP-1 sécrété en basal au 
nombre total de cellules (endothéliales et gliales), nous sommes à un niveau d’environ 50 ng/mL 
pour 106 cellules. Ainsi, il est probable qu’une grande proportion de MCP-1 en basal soit sécrétée 
par les cellules gliales.  
 
Dans la mesure où il semble qu’ET-1 ne puisse pas traverser la BHE, en tout cas in vivo 
(Johnstrom et al., 2005), cette sécrétion par les cellules gliales fait probablement intervenir un 
intermédiaire. 
 
Nous ne pouvons pas écarter une autre hypothèse, afin de comprendre la différence entre nos 
résultats et ceux de Chen et al., qui se base sur le fait que dans une co-culture, les CEMCH voient 
leurs propriétés modifier, puisque les CEMC et les CG agissent l’une sur l’autre (Abbott et al., 
2006; Persidsky et al., 2006). Cela les rendrait peut-être capables ainsi de sécréter davantage de 
MCP-1, ou bien de posséder un arrangement des récepteurs ETA et ETB différent de celui trouvé 
dans les cellules considérées isolément, ce qui leur permettrait de répondre différemment à la 
stimulation par l’ET-1. 
 
Quoiqu’il en soit, l’ET-1 induit une sécrétion de MCP-1 dans un modèle autologue humain adulte 
de BHE in vitro. 
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V-C. 2- Sécrétion de MCP-1 en apical 
 
Nos résultats montrent, de façon moins significative, que l’ET-1 induirait une sécrétion de MCP-1 
en apical, et ce, via le récepteur ETB, une régulation négative de cette voie se faisant peut-être par 
le récepteur ETA. 
 
Les cellules endothéliales cérébrales sont capables de sécréter du MCP-1 (Chen et al., 2001). 
Nous pouvons cependant nous demander si le MCP-1 trouvé en apical ne proviendrait pas de celui 
sécrété en basal et d’un passage de la molécule depuis le compartiment basal vers le compartiment 
apical. Le passage para-cellulaire de MCP-1 à travers la BHE est très faible (Dzenko et al., 2001), 
et les BHE in vitro utilisées dans nos expériences avaient été soumises à un test sucrose, montrant 
une bonne étanchéité de la barrière (flux du sucrose inférieur à 0.2 ± SEM 0,013 µL/min, soit 3.3 
x 10-6 ± SEM 0,022 x 10-6 cm/sec). Ainsi MCP-1 ne semble pas pouvoir diffuser à travers la BHE. 
En revanche, une équipe a récemment montré que le MCP-1 pouvait être transporté depuis le côté 
basal vers le côté apical par transcytose (Ge et al., 2008). Cependant, ceci paraît peu envisageable, 
en tout cas pour de telles quantités de MCP-1. De plus, nos résultats montrent que l’augmentation 
de MCP-1 en apical proviendrait de l’action d’ET-1 sur le récepteur ETB, alors que la sécrétion en 
basal serait due à l’action d’ET-1 sur le récepteur ETA. Si le MCP-1 en apical provenait de la 
sécrétion en basal, la même voie de signalisation devrait logiquement être impliquée, à moins que 
l’ET-1 ne régule également le récepteur CCR2 impliqué dans la transcytose de MCP-1 (Ge et al., 
2008), et ce, via ETB (figure 51).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 51 : Schématisation de certaines hypothèses concernant le mode d’action de l’ET-1 sur les cellules 
adultes humaines d’un modèle in vitro de BHE lors de l’induction de la sécrétion de MCP-1. A- L’ET-1 agirait 

via son récepteur ETB sur les CEMCH adultes pour induire une sécrétion de MCP-1 dans le compartiment 
apical, l’action sur ETA semblant réguler négativement l’effet via ETB , et ETB pourrait réguler positivement la 
transcytose de MCP-1 depuis le compartiment basal vers le compartiment apical via le récepteur CCR2 ; B- 

L’ET-1 agirait via son récepteur ETA sur les cellules endothéliales et un médiateur agirait ensuite sur les CGH 
adultes pour induire la sécrétion de MCP-1 dans le compartiment basal.  
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Une action autocrine et paracrine de l’ET-1 a d’ailleurs déjà été décrite dans la littérature (Didier 
et al., 2003; Schinelli, 2006; Shichiri et al., 1991). 
 
 

V-C. 3- Autres considérations 
 
Nos résultats ne montrent qu’une tendance à l’augmentation de MCP-1 en basal pour 10 nM 
d’ET-1 alors que Chen et al. (2001) voient un effet significatif pour cette dose. Nous n’observons 
une significativité que pour 100 nM d’ET-1. Cette différence pourrait être imputée à la présence 
des cellules gliales dans notre modèle, les astrocytes ayant été montrés comme pouvant éliminer 
l’ET-1 extracellulaire (Hasselblatt et al., 1998). Ainsi ils feraient diminuer la concentration 
extracellulaire en ET-1, nous obligeant à appliquer de plus fortes concentrations d’ET-1 pour 
observer les effets. Ceci impliquerait qu’ET-1 puisse traverser la BHE, ce qui n’est pas le cas in 
vivo, mais rappelons qu’il s’agit alors de concentrations bien plus faibles. Aussi ne faut-il pas 
écarter la possibilité qu’à de fortes concentrations d’ET-1, une portion du peptide puisse traverser 
la BHE. 
 
Notre équipe avait montré que l’ET-1 pouvait augmenter la perméabilité des BHE humaines 
fœtales in vitro exposées à 40 et 200 nM d’ET-1 durant 24 heures, et ce, uniquement lorsque les 
CEMC étaient en présence d’astrocytes (Didier et al., 2003). Un médiateur intermédiaire avait 
alors été proposé : IL-1β, qui serait sécrété par les astrocytes. Au vu des nouveaux résultats ici 
exposés, nous pourrions nous demander si MCP-1 ne participerait pas à l’augmentation de la 
perméabilité de la BHE induite par l’ET-1, d’autant que MCP-1 est connu pour altérer la 
perméabilité de la BHE in vivo et in vitro chez l’animal (Stamatovic et al., 2005). En effet, une 
augmentation de la perméabilité de la BHE de souris a été observée in vitro, sur un modèle de co-
culture astrocytes-cellules endothéliales cérébrales microvasculaires, lors d’une exposition à 100 
nM de MCP-1. Les mêmes auteurs observaient également un effet de MCP-1, in vivo, sur la 
perméabilité de la BHE. Il semble, d’après les auteurs, que cette action de MCP-1 se fasse via son 
récepteur CCR2, conduisant à une altération des jonctions serrées (Stamatovic et al., 2005). 
 
Des expériences sont donc prévues afin de vérifier cette hypothèse. Des BHE humaines adultes 
seront produites in vitro, et nous y ajouterons en basal (compartiment où nous avons trouvé les 
plus fortes concentrations de MCP-1 induites par ET-1) du MCP-1 à différentes concentrations. 
Nous garderons à l’esprit pour le choix des concentrations que, in vitro, l’activité chimiotactique 
de MCP-1 sur les monocytes et les lymphocytes fonctionne dès 0.1 nM (van et al., 1992; 
Yoshimura et al., 1989a), et que cette extravasation nécessite une augmentation de la perméabilité 
de la BHE. 
Un test de perméabilité des BHE au sucrose radio-marqué sera alors effectué. Dans la mesure où 
nous avons vu plus haut que l’ET-1 n’induit pas nécessairement une rupture de la barrière dans 
une co-culture de cellules endothéliales et gliales, nous effectuerons également ces expériences 
avec des modèles de BHE comprenant la co-culture des cellules endothéliales avec des astrocytes. 
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V-D. Effet d’ET-1 sur les autres cytokines 
 

V-D. 1- Effet sur la sécrétion d’IL-8 
 
Nos études montrent que l’ET-1 induit la sécrétion d’IL-8 dans le compartiment basal de BHE 
humaines adultes. Les cellules endothéliales cérébrales humaines (Hofman et al., 1998) et les 
cellules gliales humaines (Aloisi et al., 1992) sont capables de sécréter IL-8. En basal, dans notre 
modèle, l’IL-8 pourrait donc être sécrétée par l’un ou l’autre de ces types cellulaires. Des résultats 
trouvés sur des cellules endothéliales cérébrales humaines isolées ont montré que la production 
d’IL-8, lors d’une exposition à l’ET-1 de ces cellules, impliquait le récepteur ETA et les voies 
PKC et PTK (protein tyrosine kinase) (Zidovetzki et al., 1999). Nous pourrions imaginer que dans 
notre modèle ce soit également ces voies d’impliquées, d’autant plus nous avons montré la 
sollicitation du récepteur ETA dans la sécrétion de MCP-1 par les mêmes cellules et dans les 
mêmes conditions, MCP-1 et IL-8 étant tous les deux des chimio-attractants.  
 
Dans la mesure où la plus forte modulation de MCP-1 est observée pour 100 nM d’ET-1, alors 
que concernant l’IL-8 elle se produit pour 10 nM d’ET-1, nous pourrions nous demander si 
différentes concentrations d’ET-1 n’induiraient pas la sécrétion de différents types de 
chimiokines. 
 
Ainsi, ces résultats renforcent le rôle de l’ET-1 dans le recrutement leucocytaire par le biais de la 
sécrétion d’IL-8 et de MCP-1. 
 
 

V-D. 2- Effet sur la sécrétion d’IL-6 
 
L’ET-1 induit également, presque significativement, la sécrétion de la cytokine pro-inflammatoire 
IL-6. Les cellules endothéliales humaines du cordon ombilical stimulées par l’ET-1 ont été 
montrées comme capables de sécréter l’IL-6, cet effet semblant médié par ETB (Stankova et al., 
1996). Les cellules microgliales sont aussi capables de libérer de l’IL-6 après une exposition à des 
endothélines (Speciale et al., 1998). Les astrocytes, dans d’autres conditions de stimulation, 
peuvent sécréter l’IL-6 (Jack et al., 2005). Dans notre modèle de BHE, les CEMCH et les CGH 
sont dès lors toutes les deux susceptibles de sécréter l’IL-6.  
 
Des expériences complémentaires doivent donc être réalisées afin d’étayer nos connaissances 
quant aux mécanismes d’action de l’ET-1 dans la sécrétion de ces cytokines. 
 
D’autre part, l’IL-6 semble jouer un rôle dans la régulation de la Pgp, notamment dans 
l’expression de son gène au sein de cellules cancéreuses humaines (Conze et al., 2001), et dans 
l’expression de sa protéine au sein d’astrocytes de rat (Ronaldson et Bendayan, 2006). Se pourait-
il que l’IL-6 soit l’un des intermédiaires diminuant l’activité de la Pgp dans notre modèle exposé à 
l’ET-1 ? 
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En résumé, nos travaux montrent que le modèle in vitro de BHE humaines adultes exprime la Pgp. 
L’ET-1 ne module pas l’expression de ce transporteur mais diminue son activité probablement via 
le récepteur ETB (figure 52). L’effet de l’ET-1 sur la Pgp a une réalité biologique puisque, par 
exemple, certains médicaments contre le VIH augmentent la sécrétion d’ET-1 par les cellules 
endothéliales (Hebert et al., 2004; Jiang et al., 2006).  
 
D’autre part, l’ET-1 induit une sécrétion de MCP-1 et d’IL-8, deux molécules chimioattractantes 
impliquées dans le recrutement leucocytaire, et ce probablement via ses récepteurs ETA et ETB 
concernant MCP-1 (figure 52). Ces résultats viennent ainsi renforcer ceux existant et attestant du 
rôle primordial de l’ET-1 dans la neuro-inflammation. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 52 : L’ET-1, dans un modèle in vitro humain adulte de BHE, induit une diminution de l’activité de la Pgp 
principalement via ETB, induit une sécrétion de MCP1 via ETA et ETB (probablement avec un intermédiaire via 

ETA) et induit une sécrétion d’IL-8. 
 
 
 
Si certains de nos résultats méritent d’être confirmés sur plusieurs patients, ils suggèrent 
cependant quelques intérogations notamment sur les mécanismes et voies de signalisation 
impliqués dans les modulations observées. Ainsi, il serait intéressant de connaître les voies 
impliquées dans la régulation de la Pgp et dans la sécrétion de MCP-1 et IL-8. 
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Les différences entre le modèle adulte et le modèle fœtal de BHE suscitent également nombre de 
questions. Nous envisageons de regarder si les BHE fœtales et adultes possèdent une expression 
différente des récepteurs ETA et ETB. Il serait également intéressant d’observer s’il y aurait des 
différences dans les cascades de signalisation impliquées dans la régulation de la Pgp entre ces 
deux modèles. 
 
D’autre part, de prochaines expériences permettront de savoir si l’ET-1 traverse ou non notre 
modèle in vitro de BHE. En regardant en parallèle quel type cellulaire sécrète le MCP-1, nous 
pourrons alors envisager ou non de rechercher l’intermédiaire sécrété par les cellules 
endothéliales, dans le cas où ce serait effectivement les cellules gliales qui sécrèteraient la 
chimiokine. 
 
L’ET-1 induit la sécrétion de MCP-1 au niveau de la BHE. Dès lors, nous nous pouvons nous 
interroger quant aux effets de MCP-1 sur la BHE, notamment sa perméabilité et l’activité de ses 
transporteurs ABC. 
 
Nous souhaiterions également étudier les mécanismes de régulation de la neuro-inflammation par 
l’ET-1 dans le modèle fœtal, dans un contexte de maladies cérébrales inflammatoires pédiatriques. 
 
Nous envisageons aussi d’étudier l’effet d’ET-1 sur d’autres transporteurs ABC tels que les 
MRP1, MRP2, MRP4 et MRP5 qui sont présentes au niveau de la BHE humaine. 
 
Nous pouvons légitimement nous demander si, au regard de nos résultats, l’ET-1 ou une molécule 
de son axe de signalisation pourrait être une cible pharmacologique. En effet, la neuro-
inflammation est associée à de nombreuses pathologies cérébrales. Dans la mesure où l’ET-1 est 
un acteur de cette neuro-inflammation, diminuer sa sécrétion pourrait sans doute avoir des effets 
bénéfiques. Il ne faut cependant pas oublier que l’ET-1 a de nombreux rôles biologiques, aussi, 
une telle stratégie semblerait plus vraisemblable à un niveau local. 
 
D’autre part, l’ET-1 module l’activité de la Pgp. Or la Pgp prend en charge un grand nombre de 
molécules thérapeutiques, les empêchant d’entrer dans le SNC, comme c’est le cas pour des 
médicaments prescrits dans la maladie de Parkinson (Uhr et al., 2005), contre le SIDA (Polli et 
al., 1999), dans la sclérose amyotrophique latérale (Milane et al., 2007), ou encore dans la maladie 
d’Alzheimer (Saengkhae et al., 2007). Cependant, diminuer l’activité de la Pgp peut avoir des 
conséquences puisque la Pgp est une défense naturelle du SNC contre des composés toxiques 
comme les peptides β amyloïdes dont la Pgp empêche l’accumulation dans le cerveau (Cirrito et 
al., 2005).  
 
De plus, si la Pgp était inactivée, les autres transporteurs ABC de la BHE ne pourraient-ils pas 
contrebalancer cette perte en prenant davantage en charge certaines molécules ?  
 
Ainsi, l’ET-1 et les molécules associées à son axe de signalisation jouent un rôle sur différents 
aspects de la neuro-inflammation et de la régulation des transporteurs ABC. Des études 
complémentaires afin de déterminer toutes les voies et molécules modulées par l’ET-1 
permettront d’améliorer nos connaissances sur les pathologies cérébrales liées à la neuro-
inflammation. 
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ENDOTHELIN 1 REDUCES P-GLYCOPROTEIN 
TRANSPORT ACTIVITY IN A HUMAN ADULT IN 

VITRO BLOOD BRAIN BARRIER MODEL.

REFERENCES

CONTEXT

In vitro BBB MODEL

HBMEC

GLIAL CELLSAbluminal Compartment
(CNS mimicking)

Luminal Compartment
(blood mimicking)
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Luminal Compartment
(blood mimicking)
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Adult human brain microvascular endothelial cells (HBMECs) were cocultured

CONCLUSION

In vitro human adult BBB exposed during 24 hours 
to ET-1 either 10 nM or 100 nM.
(upper/luminal compartment named A, and 
lower/abluminal compartment named B) ET-1(either
10 nM or 100 nM) was added in A compartment for 24 
h of adult human autologous BBB.  [14C]-
Radiolabelled digoxin, a specific Pgp substrate, was 
added either to the upper or lower chamber at a 
concentration of 0.1 µM. After 60 min of incubation at 
37°C, A and B supernatants were collected and the 
amount of radiolabelled digoxin that passed through 
the endothelial monolayer was determined by 
scintillation counting. Digoxin passage from A to B 
and from B to A compartments was determined in 
order to calculate the clearance of this substrate.  A:
Digoxin clearance from compartment A to B (CLAB).  
B: Digoxin clearance from compartment B to A 
(CLBA).  C: Digoxin Q ratio compared with control. 
The ratio Q equals CLBA/ CLAB. Discrimination of 
aberrant values was assessed with a Dixon test. 
Because of the highly variable basal expression of the 
assayed molecules among patients data were expressed 
as a percentage of Q modulation after exposure to ET-1 
compared with control (%Q = QET-1 * 100 / Qcontrol
). A two-tailed Student’s t test with unequal variances 
was performed on the percentages.
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In vitro, no modulation of Pgp expression was observed after the exposure to ET-1, nor on endothelial cells, neither on glial cells. However, our findings show that ET-1, 
after 24 hours, reduces Pgp activity at a concentration of 10 nM, when a higher concentration (100 nM) hasn’t such a strong and significant effect. Those are the first data
to demonstrate a down regulation of Pgp transport by ET-1, a molecule involved in inflammation, in a human BBB model.

The predictive power of this in vitro model was assessed by the comparison with the 
in vivohuman BBB permeability studied by Positron Emission Tomography using 
six radio-labelled compounds. The in vitro BBB model allows to evaluate the in vivo
BBB permeability to a specific molecule, and its transportation by Pgp. 

In the central nervous system (CNS) there are various barriers that isolate neurons from blood or cerebrospinal fluid to maintain an optimal chemical environment. The 
blood-brain barrier (BBB) is composed of several layers, starting on the blood side with capillary endothelial cells, then a basement membrane, pericytesand astrocytes. 
BBB is a key element in neuroinflammation that is associated with many brain diseases. (Ballabhet al.,2004)

Specialised transporters at the BBB govern some of the molecular efflux and therefore participate to the regulation of xenobiotics passage into the CNS. One of the best 
studied transporters is P-glycoprotein (Pgp) as it has an affinity for a large number of therapeutic drugs. Pgp is an ATP Binding Cassette (ABC) transporter localised on the 
apical side of capillary endothelial brain. (Loscher and Potschka, 2005) 

Endothelin 1 (ET-1), an in vivoand in vitro artery vasoconstrictive and vasodilator peptide, has various biological roles. It is released in several CNS disorders. Members of 
the endothelin family are released by various cell types in brain, including endothelial cells and some glial cells, and in a context of inflammation (Schinelli, 2006; Didier et 
al., 2003). ET-1 regulates Pgp transport activity in rat brain capillaries (Bauer et al., 2007). 

Although there are data from animal models, human models have been studied much less. Therefore, we studied Pgp transport activity in a human in vitro model of BBB 
exposed to ET-1.

ET-1 Reduces Pgp ActivityET-1 has no effect on 
Pgp expression
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Pgp expression in adult HBMECs of an 
adult human in vitro BBB model 
exposed to ET-1.
An adult human autologousin vitro BBB 
model was exposed to either 10 or 100 nM
ET-1 for 24 hours in the apical (luminal) 
compartment. Then HBMECs were 
scraped, permeabilised or not and fixed in 
order to be stained with a specific 
phycoerythrin-conjugated Pgp antibody (or 
isotypic control). Pgp expression was then 
assessed by flow cytometry (in each case, 
between 5000 and 10 000 cells were 
counted). A: Total Pgp expression in adult 
permabilised HBMECs of an adult human 
in vitro BBB model exposed to 100 nM
ET-1 for 24 hours. B: Total Pgp
expression in adult permabilised HBMECs
of an adult human in vitro BBB model 
exposed to 10 nM ET-1 for 24 hours. C:
Pgp expression in adult unpermabilised
HBMECs of an adult human in vitro BBB 
model exposed to either 100 or 10 nM ET-
1 for 24 hours.
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Predictive power of 
the BBB MODEL

Comparison of in vitro an in vivo molecule passage through the human BBB.
The passage through BBB of six compounds with different size ranges and hydrophobic properties 
were tested.In vivo, PET imaging was used whilein vitro, clearances were calculated.
A- Structures of these 6 clinical radioligandsB- PET imagingC-In vitro/in vivo drug transport 
correlation

There is no modulation of total nor membrane bound Pgp expression.

Pgp transport activity is decreased when in 
vitro BBBs are exposed to ET-1. 
The clearances of Pgp specific substrat, 
digoxin, are modulated : they are increased  
from blood to CNS mimicking compartments, while they are diminished from CNS to 
blood, as Pgp has a lower capacity to efflux digoxintowards the apical chamber.

a Transwells® to mimic blood and CNS 
compartments.

with human adult glial cells from the same individual on 

(Josserand et al.,2006)
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