Lipides et dysfonctionnement de I’endothelium

Lendothélium n’est pas un simple tissu inerte de 10 cellules
qui pese 1,5 kg. C’est un tissu qui assure de trés nombreuses
fonctions: fonction de régulation du tonus vasomoteur, de
contrdle de la vasoperméabilité et de I’extravasation des élé-
ments figurés du sang, fonctions anti-athérogénes, antithrom-
bogénes et anti-adhésives. D’autre part I'endothélium contréle
la prolifération des cellules musculaires lisses mais aussi sa propre
angiogenése.?

L'adaptation physiologique de ces fonctions se fait en
réponse a des stimuli, soit biochimiques soit hémodynamiques,
d’une part par une sécrétion de facteurs endothéliaux, mais aussi
par des changements de forme cellulaire et par I’expression
membranaire de protéines de jonctions, de molécules d’adhé-
rence ou d’enzymes métabolisants tels que les enzymes de régu-
lation des peptides vasoactifs.'®

Les réponses physiologiques d’adaptation sont liées, soit a une
stimulation, soit & une activation. La stimulation, ou activation de
type 1, est une réponse rapide a un agoniste qui ne nécessite pas
de syntheése protéique. L'activation de type 2 est une réponse plus
lente qui va nécessiter une synthése protéique.

Lorsque I'activation est prolongée ou exagérée elle peut
entrainer un dysfonctionnement endothélial. Le dysfonctionne-
ment endothélial apparait jouer un réle majeur dans un certain
nombre de situations pathologiques telles que I’athérosclérose,
le diabete et le dysfonctionnement chronique du greffon
observé en transplantation d’organes.

Les conséquences de ce dysfonctionnement endothélial vont
étre I'altération des fonctions de vasorégulation, de vasoperméa-
bilité, d’angiogenese et de réparation tissulaire, de régulation de la
coagulation et de la fibrinolyse et de régulation de I'inflammation.

m Dysfonctionnement de la régulation
du tonus vasomoteur

L’endothélium régule a court terme le tonus vasculaire, d’une
part par des vasodilatateurs, le monoxyde d’azote (NO), la pros-
tacycline (PGl,), 'EDHF («endothélium derived hyperpolarizing
factor »), le facteur natriurétique, d’autre part par des vasocons-
tricteurs comme I’endothéline 1, le PAF et les radicaux libres.™

Facteurs de relaxation

1. Le monoxyde d’azote (NO) est synthétisé a partir de la L-Argi-
nine par la NO synthase endothéliale; le NO active ensuite la
guanylate cyclase soluble au niveau des cellules musculaires lisse
et entraine une augmentation de GMP cyclique intracellulaire
d’ou vasorelaxation.

2. La prostacycline est synthétisée au niveau de I’endhotélium
par une cyclooxygénase et une PGl, synthase; elle stimule les
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récepteurs membranaires des cellules musculaires lisses couplés
a l'adénylate cyclase, d’ou augmentation de I’AMP cyclique
intracellulaire et vasorelaxation.

3. Il existe un autre facteur, 'EDHF, qui stimule les canaux
potassiques sensibles & I’ATP, entrainant une vasorelaxation.

Facteurs de contraction (cf JMH)

1. LUendothéline est synthétisée a partir de la «big endo-
théline» par une enzyme de conversion endothéliale. Il existe
deux types de récepteurs a I’endothéline: I'ETA, situé sur les cel-
lules musculaires lisses et dont la stimulation entraine une dimi-
nution des concentrations d’AMPc, d’oU une contraction, et
I'ETB, situé sur les cellules musculaires lisses et sur I'endothé-
lium, dont la stimulation entraine le relargage de prostaclycline
et de NO.

2. Les radicaux libres & faible concentration stimulent la
cyclooxygénase et la protaglandine synthase, entrainant une
vasodilatation. Par contre, a forte concentration, ils inactivent le
NO et la production de prostacycline alors que la production de
thromboxane vasoconstricteur n’est pas modifiée.

Le dysfonctionnement de régulation du tonus vasomoteur
est lié a un déséquilibre de sensibilité a ces facteurs de relaxation
ou de contraction, diminution de la sensibilité aux facteurs de
relaxation et/ou augmentation de la sensibilité aux facteurs de
contraction. Il semble en fait lié essentiellement & une diminution
de la capacité de I'endothélium a produire une vasodilatation en
réponse a un stimulus tel que I'acétylcholine. Cette perte de la
capacité a se vasodilater est liée essentiellement a une diminu-
tion de la libération du NO.

Le NO est synthétisé en réponse a des stimuli humoraux, par
I'intermédiaire de récepteurs liés a des protéines G. Ces stimuli
peuvent étre des hormones, des autacoides, des médiateurs pla-
quettaires ou des substances coagulantes. Le NO est aussi syn-
thétisé en réponse a des stimuli physiques comme les forces de
cisaillement par I'intermédiaire de récepteurs mal caractérisés
(SSR: «shear stress receptor»).*® En effet les forces de cisaille-
ment entrainent une réorganisation du cytosquelette et la trans-
mission, par I'intermédiaire du cytosquelette, de signaux qui
régulent la synthese de genes tels que la NO synthase, la phos-
phorylation des protéines de jonctions d’adhérence et I'activa-
tion des zones d’adhésion focales ou des intégrines, couplées a
des FAK («focal adhesion kinases»), peuvent phosphoryler des
protéines telles que la paxilline.* Les intégrines servent donc, non
seulement a ancrer les cellules endothéliales & la matrice extra-
cellulaire, mais aussi a transmettre des signaux intra-cellulaires.
La synthese de NO se fait généralement sous I'influence de deux
signaux, un qui est dépendant du calcium et un autre qui est
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indépendant du calcium;** le signal dépendant du calcium
entraine une activation rapide post-translationnelle de la NO syn-
thase. Il résulte de I'activation de protéines G et d’isoformes de
phospholipase C induisant la formation d’IP 3 et I"'augmentation
du calcium intracellulaire. Le signal indépendant du calcium
régule la transcription de NO synthase. Il résulte de I'activation de
MAP kinases par I'intermédiaire de protéine kinases C (n PKC).

Le NO entraine non seulement une relaxation de I'endothé-
lium des grosses artéres isolées, mais inhibe aussi la croissance
des cellules musculaires lisses. De plus, le NO inhibe I’'adhésion et
I'agrégation des plaquettes ainsi que I'adhésion des leucocytes a
I’endothélium en diminuant I’expression de molécules d’adhé-
rence comme ICAM-1, VCAM-1 et la sélectine P°

Le NO et la PGI, vont inhiber la synthése d’endothéline 1. Il y
a une action antagoniste entre le NO et I'’endothéline 1. Le NO a
donc un rdle de régulation des fonctions de I’endothélium.
L'existence d’un faible taux physiologique de NO, induit par les
forces de cisaillement, inhibe de fagon physiologique la synthése
d’endothéline 1.7 Il est particulierement notable que les Iésions
d’athérosclérose se situent préférentiellement dans des zones
vasculaires ou les forces de cisaillement sont faibles ou bien dans
les zones de turbulences.

Dysfonctionnement de la vasoperméabilité

Laugmentation de la vasoperméabilité entraine une fuite
liquidienne et de macromolécules. Elle se fait au niveau des vei-
nules post-capillaires en cas d’inflammation, mais aussi au niveau
des capillaires en cas de Iésions.

Cette vasoperméabilité est sous la dépendance des jonctions
d’adhérence en grande partie formées par des protéines trans-
membranaires qui appartiennent a la famille des cadhérines, les
VE cadhérines («vascular endothélial cadhérines »), qui sont cou-
plées a des protéines du cytosquelette.®

Les VE cadhérines, en se liant entre elles par leurs régions
extra-cellulaires, permettent I'adhésion entre les cellules endo-
théliales. Elles ont des sites de phosphorylation dans leur partie
intra-cytoplasmique. De leur état phosphorylé ou non va
dépendre la liaison aux protéines du cytosquelette et la possibi-
lité ou non d’induire une adhérence extrémement ferme entre
les cellules endothéliales. Si les VE cadhérines sont déphosphory-
lées, elles s’associent, par I'intermédiaire de la plakoglobine, aux
filaments d’actine. Par contre, si elle sont phosphorylées, elles
s’associent non pas a la plakoglobine et au cytosquelette, mais
au contraire a 3 catenine et a la protéine p120. Dans ces condi-
tions la plakoglobine, non liée aux filaments d’actine, induit des
signaux inhibiteurs du cycle cellulaire. Les conséquences vont en
étre une modification de la forme cellulaire, avec des jonctions
interendothéliales extrémement laches et une inhibition du cycle
cellulaire pouvant induire une apoptose.

Dysfonctionnement de la réparation tissulaire
et de I’angiogenése

Une troisiéme fonction importante est d’assurer la réparation
tissulaire en cas de Iésion endothéliale, et d’éviter I"'apoptose.
La sensibilité a I'apoptose est liée essentiellement a la forme
de la cellule endothéliale et a son adhérence a la matrice extra-

cellulaire.? Les forces de cisaillement, en aplatissant les cellules
endothéliales, les rendent beaucoup moins sensibles a I'apo-
ptose. Lorsque la cellule endothéliale a une forme aplatie, elle
peut s’accrocher & la matrice extra-cellulaire par I'intermédiaire
d’intégrines. La liaison intégrines-matrice extra-cellulaire induit
par I'intermédiaire de kinases («focal adhesion kinases»), une
phosphorylation de la paxilline et la transmission des signaux
anti-apoptotiques. Par contre, dans des zones de turbulences, la
forme des cellules va étre pavimenteuse au lieu d’étre allongée.
Les signaux anti-apoptotiques, transmis par la liaison des inté-
grines a la matrice extracellulaire, sont moins nombreux et la cel-
lule est beaucoup plus sensible a I'apoptose. Lorsqu’elle prend
une forme arrondie, et il N’y a plus de sighaux anti-apoptotiques
transmis et la cellule endothéliale entre en apoptose. Ainsi la
réparation des lésions vasculaires par prolifération endothéliale
se fait plus facilement dans les zones ou les forces de cisaillement
sont élevées.

Dysfonctionnement de la régulation
de la coagulation et de la fibrinolyse

Lendothélium est naturellement antithrombogéne. Il régule
la coagulation et la fibrinolyse. Le dysfonctionnement va entrai-
ner une augmentation de I'adhésivité des plaquettes, une aug-
mentation de I'activité procoagulante et une altération de la
fibrinolyse.?

Le NO et la PGI, ont une action inhibitrice de I'adhésion et de
I’agrégation des plaquettes. D’autre part, au niveau de I'endo-
thélium, la thrombomoduline permet de fixer la thrombine et
ainsi d’activer la protéine C qui, par I'intermédiaire de la protéine
S, va inactiver et cliver les facteurs de coagulation Vlla et Va. L'an-
tithrombine Il fixée sur les héparanes sulfates de I’endothélium a
une action inhibitrice de la thrombine. Enfin il existe des facteurs
inducteurs de la fibrinolyse exprimés de fagon constitutive a la
membrane de I’endothélium tels que le t-PA («tissu type plasmi-
nagen activator »).

La cellule peut donc passer d’un état anticoagulant qui est
son état normal a un état procoagulant lorsqu’il y a un dysfonc-
tionnement. Cet état procoagulant se caractérise par I'expres-
sion membranaire de facteur tissulaire qui va induire la forma-
tion de thrombine, la synthése de facteur de Willebrand qui va
activer les plaquettes, I'inhibition d’expression de la thrombomo-
duline et la synthése de PAI-1 qui va inhiber les inducteurs de la
fibrinolyse.

Dysfonctionnement de I’activité anti-adhésive
et anti-inflammatoire

La cellule endothéliale contr6le et régule I'inflammation par
I'intermédiaire de molécules d’adhérences qui, a I’état basal, ne
sont pas exprimées ou sont exprimées a des taux extrémement
faibles a la surface de I’endothélium. Sous I'influence de stimuli,
ces molécules vont étre exprimées a la surface de I’endothélium
permettant aux cellules leucocytaires, et en particulier aux
monocytes, de passer en plusieurs étapes du sang dans I'espace
sous endothélial: la capture et le rolling sont suivis de I'activation
des leucocytes et de I'endothélium qui entraine une adhésion
ferme, puis un passage trans-endothélial.?
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Les molécules d’adhérences endothéliales responsables du
rolling sont essentiellement les sélectines P et E. Ces molécules
ne sont pas exprimées constituvement sur I’endothélium. Leur
expression peut étre rapide (une a deux minutes apres stimula-
tion par la thrombine) pour la P sélectine stockée dans les cor-
puscules de Webeil Palade ou plus lente (4 & 6 heures), car
devant étre synthétisée, pour la E sélectine. Ces sélectines ont
comme ligands des molécules sialylées, en particulier PSGL-1.
Linteraction entre les sélectines et leurs ligands permet de captu-
rer et de ralentir les leucocytes qui roulent sur I’'endothélium. Le
roulement permet un contact étroit entre I’endothélium et les
leucocytes et I'interaction entre les chimiokines fixées sur les
héparanes sulfates de I’endothélium et les récepteurs de chimio-
kines a la surface des leucocytes, récepteurs de sept domaines
transmembranaires associés a des petites protéines G. L'activa-
tion des récepteurs entraine une modification conformationnelle
des intégrines, qui passent d’une forme inactive a une forme
active. Les intégrines, LFA-1 et VLA-4, peuvent alors adhérer fer-
mement a des molécules d’adhésion cellulaires, les CAM («cell-
adhesion molecules»), ICAM-1, ICAM-2 et VCAM-1.

En cas de dysfonctionnement endothélial, il y a une augmen-
tation d’expression de ces molécules d’adhérence et en particulier
de VCAM-1 qui se lie a I'intégrine VLA-4 présente a la surface des
monocytes. Ceci va entrainer la syntheése de chimiokines, telles
que MCP1, qui vont faciliter le passage des monocytes au travers
de I’endothélium et leur différenciation en macrophages, mais
aussi en cellules dendritiques. Ce phénomene de différenciation
est extrémement important dans un contexte de rejet chronique
car il peut induire une présentation indirecte permanente des
alloantigenes, responsable de I'activation des lymphocytes T.

Conséquences des troubles lipidiques
sur les fonctions endothéliales

A-t-on des arguments pour penser que les troubles lipidiques
interviennent sur ces différentes fonctions de I’endothélium? La
réponse est oui, pour ces cing fonctions.

< De nombreuses études suggérent que les troubles lipidiques
entrainent des anomalies de la vasomotricité. Chez le lapin
hypercholestérolémique, la vasoconstriction induite par la nora-
drénaline est augmentée par rapport aux animaux controles.
Chez I’homme, I’hypercholestérolémie est associée a une dimi-
nution de la vasodilatation dépendante de I’endothélium a un
agent vasodilatateur comme ['acétylcholine, méme lorsque le
vaisseau n’a pas d’aspect morphologiquement anormal; cette
vasodilatation est rétablie par I'administration de L-Arginine ou
de vitamine C. Le fait que cette dysfonction soit réversible apres
guelques mois de traitement normocholestérolémiant ou immé-
diatement aprés une LDL-aphérése est un argument majeur. Les
troubles lipidiques associés a une anomalie de la vasomotricité
dépendante de I’endothélium sont surtout dus a la présence de
LDL oxydées (mais non a celle des LDL natives) qui augmentent la
contractilité des cellules musculaires lisses, I'expression génique
et la libération d’endothéline par les cellules endothéliales, inhi-
bent la production de NO en activant les récepteurs scavenger et
la vasodilatation dépendante de I'endothélium. Linfluence des
LDL oxydées est prédominante mais le cholestérol lié aux HDL est
également impliqué au contr6le de la vasomotricité endothéliale,
puisque chez I’lhomme, la vasoconstriction induite par le test au

froid est inhibée chez les sujets ayant des taux de HDL élevés iso-
Iés. Le role des triglycérides est plus discuté chez I’homme,
méme si la vasodilatation dépendante de I’endothélium est alté-
rée chez le rat génétiquement hypertryglycéridémique par rap-
port aux animaux contrdles. Finalement, le fait que les consé-
quences des troubles lipidiques puisse étre mises en évidence en
I’absence de Iésions vasculaires macroscopiques montre que ces
phénomeénes sont précoces.** lls font le lit de I'athérosclérose et
favorisent les phénomeénes de thrombose.

« |l existe aussi de trés nombreux arguments montrant que I’hy-
percholestérolémie s’accompagne d’une augmentation de la
vasoperméabilité, en particulier dans les modéles animaux. Chez
le lapin hypercholestérolémique, I'augmentation précoce de la
vasoperméabilité précede I'apparition de plaques d’athérosclé-
rose.?* |l existe chez le rat hypercholestérolémique une augmen-
tation de la fuite capillaire induite par les polynucléaires neutro-
philes lors de I'ischémie reperfusion, ce qui souligne le role de
cofacteur des lipides dans la progression des lésions vasculaires.?

« ’hyperlipidémie aussi va avoir une fonction pro-apoptotique
et anti-angiogenése. L'hypercholestérolémie atténue I'angioge-
nése chez le lapin.'” Les LDL oxydées induisent I'apoptose des
cellules endothéliales par une voie dépendante du calcium. Les
cellules régénérées ont une capacité réduite a produire du NO.
Elles sont donc plus sensibles au déclenchement d’une vasocons-
triction et peut-étre a la survenue de Iésions d’athérosclérose.

* Bien entendu, I'hyperlipidémie entraine une altération des
propriétés antithrombogénes de I'endothélium, avec une dimi-
nution de la résistance a I'adhésion et a I'agrégation plaquet-
taire, avec augmentation de facteurs procoagulants: diminution
de la résistance a la thrombine, augmentation de I'expression de
facteur tissulaire et inhibition du TFPI, diminution de I'activation
de la protéine C et de la thrombomoduline, enfin diminution du
pouvoir fibrinolytique et augmentation du PAIL.

* L'hyperlipidémie aussi augmente I'adhérence des leucocytes,
avec une augmentation de I’expression de la sélectine P et de
ICAM-1 sur I’endothélium recouvrant les plaques d’athérosclé-
rose, une augmentation de I'adhérence des leucocytes a I'’endo-
thélium chez le lapin hypercholestérolémique et une augmenta-
tion par les LDL ox de I'adhérence in vitro des monocytes a des
cultures de cellules endothéliales. Cette augmentation de I'adhé-
rence est particulierement liée a I'augmentation d’expression des
sélectines P et E mais aussi d'ICAM-1 et de VCAM-1. Une aug-
mentation d’expression par les LDL oxydées d’une nouvelle
molécule d’adhésion des monocytes, VMAD 1, a aussi été mise
en évidence chez le lapin.®

e Quels sont les mécanismes du dysfonctionnement endothélial
dans I'hyperlipidémie et peut-étre I'athérosclérose ? Il existe une
diminution de la libération du NO liée d’une part a une inhibition
de I'activation de la NO synthase en réponse aux stimuli humo-
raux et/ou hémodynamiques (inhibition de I'activation des pro-
téines G associées aux récepteurs?) mais aussi a une inactivation
du NO par les LDL oxydées.®

La diminution de la synthése et de la libération du NO est
probablement responsable d’un certain nombre de consé-
quences: sensibilité aux facteurs vasoconstricteurs, diminution
de la résistance a I’'adhésion et a I'agrégation plaquettaire et a la
formation de thrombine et surtout perte du contrdle de I’activa-
tion de NF-kB par les radicaux libres. NF-kB est un facteur de
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transcription de I’endothélium qui entraine une activation endo-
théliale chronique, avec expression de molécules d’adhérence et
de facteur tissulaire, synthése de cytokines et de chimiokines et
majoration de I'inflammation, car toutes ces molécules pro-
inflammatoires ont un site de liaison pour NF-kB au niveau des
séquences promotrices de leurs génes. NF-kB est situé dans le
cytoplasme et en permanence inhibé par son inhibiteur I-kB.
Lorsque |-kB est phosphorylé et ubiquitiné, en réponse a des
cytokines ou a un stress oxydant, il se dégrade. NF-kB peut alors
migrer du cytoplasme vers le noyau ou il se fixe sur les séquences
promotrices de genes de I'inflammation. Le NO inhibe I'activa-
tion de NF-kB, d’une part en captant les radicaux oxygénés inter-
médiaires qui interviennent dans la dégradation de |-kB™® et
d’autre part en induisant la synthése de I-kB.*

Les LDL oxydées peuvent aussi entrainer une augmentation
de la production d’endothéline 1 et il a été récemment montré
gu’un antagoniste du récepteur de I'endothéline préserve la
fonction endothéliale coronarienne dans I’hypercholestérolémie
expérimentale du porc.' D’autre part, il existe d’autres méca-
nismes non liés au stress oxydant car les LDL, non pas oxydées
mais modifiées enzymatiguement, augmentent aussi I’adhé-
rence et la migration transendothéliale des lymphocytes et des
monocytes.*?

< En conclusion I'endothélium a comme fonction de prévenir I'ex-
travasation leucocytaire et I'inflammation, de contrdler le tonus
vasculaire et de prévenir la coagulation et la thrombose. Ces fonc-
tions sont trés sensibles a différentes formes d’agression par les
forces hémodynamiques, le stress oxydant et I'exposition chro-
nique aux cytokines inflammatoires et au cholestérol. Le NO, pro-
duit de facon continue sous I'influence des forces de cisaillement
du flux sanguin, semble représenter une des clés de la régulation
de ces fonctions en inhibant I'expression de genes pro-inflamma-
toires dépendants de NF-kB régulant I'expression de molécules
d’adhérence et la production de cytokine, mais aussi en inhibant la
synthése de facteurs vasoconstricteurs. Aussi la diminution de syn-
these de NO ainsi que son inactivation, observées lors de I'hyper-
cholestérolémie et du stress oxydant, semblent constituer une des
étapes majeures de la survenue du dysfonctionnement endothélial.
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