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Vaisseaux,
angiogenese

et hypoxie

prévention de la maladie athéro-

scléreuse est constaté de facon
permanente en clinique, méme si les
études épidémiologiques capables de
démontrer clairement cette impres-
sion clinique sont rares. Les résultats
obtenus par I’administration d’cestro-
geénes pendant la période postméno-
pausique [1] et 'analyse des résultats
d’enquétes (réalisées avec un objectif
tout autre que I'étude de cet effet
préventif) [2] permettent de retrou-
ver D’effet vasculoprotecteur des
cestrogenes. Il est connu que 'admi-
nistration d’cestrogenes peut amélio-
rer le profil lipidique, mais ces résul-
tats suggerent que l'effet bénéfique
siegerait également au niveau de la
paroi vasculaire [2]. Comprendre le
mécanisme de cet effet serait intéres-
sant pour préciser la cible susceptible
d’étre modulée par des agents phar-
macologiques comme elle ’est par
les hormones.
La paroi vasculaire apparait comme
un véritable organe cible des hor-
mones oestrogéniques. On a pu carac-
tériser, a ce niveau, la forme classique
du récepteur des cestrogenes [3-5].
Treés récemment, une isoforme de ce
récepteur (comportant une délétion
de T'exon 4) a été mise en évidence
dans des cellules musculaires lisses de
vaisseaux humains [6]; le role de
cette nouvelle isoforme reste a préci-
ser. Nous avons aussi montré la pré-
sence d’activités enzymatiques pou-
vant interconvertir cestradiol et
cestrone mais aussi produire dans la
paroi artérielle, par aromatisation des
androgeénes, des concentrations
d’cestrogénes supérieures aux
concentrations circulantes [5].
Dans un premier temps, nous
détaillerons 'effet des cestrogeénes

I e role des cestrogénes dans la
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Quelle est Ia cible des cestrogenes
dans la paroi artérielle ?

sur la paroi artérielle normale, ainsi
que sa signification physiologique.
Dans un deuxiéme temps, nous envi-
sagerons les mécanismes des cestro-
genes protégeant de la maladie athé-
romateuse.

Cibles vasculaires des cestrogenes
en physiologie

Il convient de s’interroger d’emblée
sur la «finalité » d’une action des
cestrogenes sur la paroi vasculaire.
En d’autres termes, de quels méca-
nismes dispose I’appareil circulatoire
pour s’adapter a la gestation, c’est-a-
dire a une demande accrue d’apport
sanguin par l'utérus et le placenta.
On admet que la morphologie d’un
vaisseau (épaisseur de la paroi et dia-
metre de la lumiere) s’adapte en
fonction des contraintes physiques
auxquelles il est soumis (respective-
ment la pression intravasculaire et le
débit sanguin) (voir I'article de Ber-
nard Lévy et Alain Tedgui, p. 790 de
ce numéro). Plus précisément, les cel-
lules musculaires lisses et I’endothé-
lium percoivent, respectivement, une
contrainte tensionnelle pariétale et
une contrainte de cisaillement.
Chaque type cellulaire recoit et émet
des signaux visant a normaliser en
permanence ces contraintes (en
adaptant I’épaisseur de la média et le
diameétre de la lumiere vasculaire).
Au cours de la gestation, I'essentiel
de 'adaptation vasculaire en réponse
a 'augmentation majeure de débit
sanguin de l'utérus (environ multi-
plié par 35 a la fin de la gestation) est
probablement d’ordre hémodyna-
mique [7]. Si les contraintes méca-
niques et les signaux autocrines et
paracrines locaux sont essentiels au
remodelage vasculaire, il se peut que

des facteurs circulants, comme les
cestrogenes, puissent favoriser le pro-
cessus de remodelage grace a une
importante production locale de
récepteurs spécifiques.

Les travaux consacrés aux modifica-
tions de la réactivité vasculaire mon-
trent que, en présence d’cestrogenes,
I’effet des substances vasoconstric-
trices est diminué in vivo, tandis que
la production de substances vasodila-
tatrices est favorisée. Cependant, une
analyse attentive de ces travaux suggere
un phénomene plus complexe. Certes,
une imprégnation cestrogénique chro-
nique diminue la réponse pressive sys-
témique a l'angiotensine II et la
réponse contractile de I'aorte de rat a
ce peptide [8]. En revanche, dans ce
dernier modele, elle augmente la
réponse contractile a la noradréna-
line. En outre, ces réponses varient en
fonction des especes animales, mais
aussi des lits vasculaires considérés.
Ces variations pourraient étre le fait
de différences d’expression des cibles
des catécholamines dans la paroi vas-
culaire: la stimulation des récepteurs
o, adrénergiques endothéliaux pro-
voque la production de monoxyde
d’azote (NO) et donc la vasorelaxa-
tion, l’activation des récepteurs o, et
o, présents sur les cellules muscu-
laires lisses entrainant une vasocons-
triction. Au total, si les cellules mus-
culaires lisses vasculaires sont bien
une cible des cestrogenes, leur effet
ne se résume pas a une hyporéacti-
vité aux substances vasoconstrictrices.
L’endothélium produit un certain
nombre de facteurs paracrines modu-
lant le tonus des cellules musculaires
lisses sousjacentes [9]. Parmi ces fac-
teurs, on considere actuellement que le
monoxyde d’azote est responsable de
I'essentiel de la relaxation dépendante
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de T'endothélium des gros vaisseaux
chez la plupart des espéces animales.
Le monoxyde d’azote endothélial est
produit de facon constante a 1’état
basal, mais aussi sous l'effet de nom-
breux stimulus endocriniens (acétyl-
choline, bradykinine...) ou mécaniques
(comme les forces de cisaillement exer-
cées par le flux sanguin sur endothé-
lium). La relaxation dépendante de
I’endothélium est accrue au cours de la
grossesse, et cet effet est, au moins en
partie, relayé par I’cestradiol [10].

Par quel(s) mécanisme(s) les cestro-
genes favorisent-ils cette relaxation
dépendante de I’endothélium? Une
augmentation de la production de la
monoxyde d’azote synthase endothé-
liale, sous l'effet de I’cestradiol, a été
rapportée au niveau de l'artére uté-
rine chez le cochon d’Inde, et au
niveau de 'aorte chez le rat [11, 12].
Pour notre part, utilisant un modele
de cellules endothéliales d’aorte de
beeuf en culture, nous n’avons pas
observé de variations de ’ARNm, de
la protéine ou de D'activité de la
monoxyde d’azote synthase endothé-
liale sous l’effet de I’cestradiol. En
revanche, ces mémes cellules expo-
sées a I’cestradiol produisent davan-
tage de monoxyde d’azote biologique-
ment actif dans le milieu de culture,
et moins d’anions superoxyde [13].
L’ensemble de ces résultats indique
que 'cestradiol a un effet anti-oxydant
sur I’endothélium en culture. Cet
effet est relayé par un mécanisme de
forte affinité (EC50 < 1nM), et il est
aboli par un anti-oestrogéne, ce qui
suggere le role d’un récepteur. Il
n’apparait qu’apres 24 heures d’incu-
bation et il concourt a diminuer la
dégradation du monoxyde d’azote.
L’augmentation, en réponse aux
cestrogenes, de la relaxation dépen-
dante de 'endothélium pourrait donc
étre due, selon les especes et les lits
vasculaires, a une augmentation de la
production de monoxyde d’azote
et/ou a sa moindre dégradation par
I’anion superoxyde (figure 1).
D’autres mécanismes pourraient
contribuer a ces variations de réacti-
vité vasculaire dues aux cestrogenes.
Ainsi, les cestrogeénes favorisent la
relaxation dépendante de ’endothé-
lium en réponse a l'acétylcholine au
niveau de I'artere fémorale de lapin,

s |2 réponse a un ionophore du calcium
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(qui active directement la monoxyde
d’azote synthase endothéliale, indé-
pendamment de l'activation d’un
récepteur) demeurant inchangée
[14]. La facilitation de la transmission
de signaux en réponse a l’activation
de récepteurs endothéliaux pourrait
rendre compte de cet effet. Les cestro-
genes peuvent également influencer
la production de dérivés de l’acide
arachidonique: I'augmentation de la
production de dérivés vasorelaxants a
été rapportée dans certains modeles
et 'augmentation de la production de
dérivés vasoconstricteurs dans
d’autres [10, 15]. Cependant, I'inhibi-
tion de la voie de la cyclo-oxygénase
n’abolit pas 'effet de I’cestradiol, sug-
gérant que la potentialisation de
Ieffet vasorelaxant des cestrogénes ne
dépendrait pas de cette voie [14, 15].
L’ensemble des effets précédemment
décrits se rencontre avec des doses
physiologiques d’cestradiol (0,1 a
0,5 nM), administrées pendant une
période prolongée de un a plusieurs
jours. Ils doivent étre distingués des
effets a court terme, parfois décrits en
réponse a des doses pharmacolo-
giques d’oestradiol (= uM voire davan-
tage). A ces fortes concentrations,
et/ou en administration aigué, le 17-
B cestradiol peut agir, soit par ses pro-
priétés anti-oxydantes propres (liées a
sa structure chimique, indépendam-
ment de I’activation de son récep-
teur), soit en activant le systeme adé-
nylyl-cyclase ou certains canaux
ioniques [10]. Le role d’éventuels
récepteurs de membrane reste a
démontrer. Chez la femme ménopau-
sée, plusieurs études ont ainsi montré
que 'administration aigué d’cestra-
diol favorise la réponse vasodilatatrice
a l’acétylcholine, aussi bien au niveau
des arteres coronaires que des arteres
de I'avant-bras [16].

(Estrogenes et athérosclérose

Les différentes phases de I’évolution
de la plaque d’athérosclérose ont été
bien décrites sur le plan anatomopa-
thologique [17]. Les lésions avan-
cées, avec accumulation de lipides,
désorganisation et épaississement de
I’intima, déformation de la paroi des
vaisseaux et complications par fis-
sure, hématome ou thrombose au
niveau de la plaque, constituent le
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Figure 1. Cibles de I'cestradiol dans
I’'endothélium. L’cestradiol peut
influencer la vasodilatation dépen-
dante de I'endothélium (production
d’endothelium-derived relaxing fac-
tor, EDRF) de deux fagons: soit en
augmentant la production de NO par
I'intermédiaire d’une augmentation
de I'expression du gene de la NO-syn-
thase endothéliale (NOSe), soit en
diminuant la génération d’anion
superoxyde (0,), qui est le principal
mécanisme d’inactivation de NO in
vivo. Dans ce dernier cas, la diminu-
tion de 'O, peut étre le fait d’'une
moindre production (par une oxydo-
réductase membranaire, par exemple)
ou d’une augmentation des méca-
nismes de défense anti-oxydante (par
une superoxyde dismutase, SOD, par
exemple). Dans tous les cas, la vaso-
dilatation dépendante de I'endothé-
lium sera favorisée du fait d’une plus
grande quantité de NO disponible
pour relaxer les cellules musculaires
lisses vasculaires sous-jacentes.

stade ultime de I’évolution. Trois
stades précedent ce stade avancé: (1)
I’apparition des premiers dépots lipi-
diques et I'accumulation de macro-
phages dans I’espace intimal consti-
tuent le stade I. On l'observe dés
I’enfance; (2) la constitution de
stries graisseuses faites de couches
stratifiées de macrophages spumeux
et des premieres cellules musculaires
lisses accumulant les gouttelettes lipi-
diques constitue le stade II. On
I'observe aussi dés I’enfance, notam-
ment au niveau de l'aorte abdomi-
nale. Au moment de la puberté leur
nombre croit au niveau de I'aorte et
elles apparaissent au niveau des
arteéres coronaires; (3) dans une troi-
sieme étape (stade III) 'intensité de
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la prolifération des cellules muscu-
laires lisses, tout particulierement
dans des sites d’élection comme la
face dorsale de l’aorte abdominale,
s’associe a une désorganisation de la
structure de cette couche cellulaire
par l'apparition des gouttelettes lipi-
diques extracellulaires. Cette étape
est la derniére avant la constitution
de la véritable plaque qui associe a
son tour dépots lipidiques (athé-
rome) et sclérose (réaction fibreuse
interstitielle). Entre 15 et 34 ans, la
véritable plaque est retrouvée quel
que soit le sexe au niveau de l'aorte
abdominale ou son incidence est
faible. En revanche, son incidence
est forte au niveau des arteres coro-
naires et le rythme d’apparition est
différent entre les deux sexes; 'inci-
dence de ces lésions est deux fois
plus faible chez la femme que chez
I’homme [18].

Les médiateurs du développement de
ces différentes étapes évolutives ont
été précisés au cours de ces derniéres
années [19] (figure 2). La pénétration
des lipides dans la région intimale
représente la premiére étape, leur
oxydation constitue probablement la
transformation nécessaire aux étapes
suivantes. L’oxydation des lipopro-
téines athérogenes induit a son tour
les mécanismes de pénétration des
monocytes circulants, leur proliféra-
tion et leur transformation en macro-
phages. Des protéines d’adhérence
des monocytes sont induites au pole
apical des cellules endothéliales, le
monoxyde d’azote diminue cette
adhérence. Des facteurs chimiotac-
tiques et des cytokines interviennent
aussi pour moduler le comportement
des macrophages. On peut se deman-
der si ces phénomeénes sont physiolo-
giques ou pathologiques mais, quelle
que soit leur raison d’étre, ils sem-
blent constituer la premiere étape du
développement de la plaque lorsqu'’ils
sont amplifiés, en cas d’hyperlipopro-
téinémie par exemple, ou lorsque les
processus que nous venons d’évoquer
se déreglent: adhérence et pénétra-
tion des monocytes, prolifération et
différenciation des macrophages...
Des études expérimentales chez le
singe, le lapin et le porc ont permis
d’étudier ces phénomenes [20-24] et
de préciser le role des cestrogeénes a
cette étape. On peut résumer ces tra-
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Figure 2. Mécanismes potentiels de I'effet protecteur de I'cestradiol dans
I'athérosclérose. De |'ensemble des données actuelles, il ressort que les
cestrogénes pourraient (1) diminuer I'oxydation (en diminuant la génération
de O, et/ou en augmentant la production de NO) des lipoprotéines athéro-
génes (LDL, low density lipoproteins) qui induisent, & leur tour, les méca-
nismes de pénétration des monocytes et leur transformation en macro-
phages, (2) diminuer l'expression et/ou Il’activité de certains facteurs
chimiotactiques et de certaines cytokines qui favorisent le processus inflam-
matoire ou, au contraire, augmenter celles qui inhibent le processus inflam-
matoire, (3) influencer directement ou indirectement le comportement des
lymphocytes T, qui pourraient ralentir le processus athéroscléreux. IL: inter-
leukine,; M-CSF: macrophage colony stimulating factor; GM-CSF: granulo-
cyte, macrophage colony stimulating factor; TNF: tumor necrosis factor;,
TGF: transforming growth factor,; IFN: interféron,; FGF: fibroblast growth
factor,; VEGF: vascular endothelium growth factor,; PDGF: platelet derived
growth factor,; EGF: epithelial growth factor; HB-EGF : heparin binding EGF.

vaux en disant que ’accumulation
des lipides et leur oxydation sont
diminuées, et la production de
monoxyde d’azote augmentée.
Comme nous l'avons vu précédem-
ment, ces deux effets peuvent résulter
d’une action des cestrogénes sur la
production des ions superoxyde par
les cellules endothéliales [13].

Les remaniements de la paroi vascu-
laire (matrice extracellulaire, prolifé-
ration des cellules musculaires lisses)
sont, quant a eux, controlés par
I’ensemble des cytokines qui assurent
la transmission du signal intercellu-
laire entre cellules endothéliales, cel-
lules musculaires lisses et macro-
phages résidant dans la région
intimale [19]. Leur role n’a pas été
clairement démontré, mais la partici-
pation des peptides vasopresseurs est

fort probable dans le développement
des processus d’athérosclérose
comme elle I'est dans les processus
d’hypertension artérielle, ces deux
manifestations pathologiques ayant
d’ailleurs des liens trés étroits. Parmi
les cytokines, il faut distinguer les
cytokines médiatrices de processus
de I'immunité et de l'inflammation
des facteurs de croissance.

Dans la premiére catégorie il faut
citer de facon non exhaustive, 'inter-
leukine-1 (IL-1), le TNF-o (tumor
necrosis factor), '1L-6, le TGF-B (trans-
Jorming growth factor) [19]. Les pro-
téines IL-1 et TNF-a alterent I'équi-
libre hémostatique des cellules
endothéliales, leur activité d’adhé-
rence leucocytaire, et augmentent la
production de médiateurs tels que
prostanoides, PAF (platelet activating
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Jactor)... Les roles que jouent I'IL-6 et
le TGF-f au cours de I’athérosclérose
sont mal définis. Ils pourraient étre
impliqués dans le controle de la pro-
lifération cellulaire, dans la produc-
tion des constituants de la matrice
extracellulaire, mais aussi dans sa
dégradation. Ils pourraient, en parti-
culier, moduler l'effet de certaines
cytokines inductrices des métallopro-
téinases qui dégradent la matrice
extracellulaire, favorisant ainsi
I'instabilité de la plaque d’athérome.
Il a été montré que I’cestradiol pou-
vait induire la production de cer-
taines métalloprotéinases par des cel-
lules de cancer du sein [25],
démontrant la possibilité de régula-
tion directe de I’expression génique
par les cestrogenes. Cependant,
I’implication de ce mécanisme au
niveau de la paroi vasculaire est peu
probable, car il favoriserait la rupture
de la plaque d’athérome alors que les
cestrogenes semblent non seulement
prévenir I’apparition de plaques mais
aussi protéger la plaque constituée
contre la survenue d’accidents aigus.
Dans la seconde catégorie se trouve
une longue série de facteurs de crois-
sance: FGF-1 et 2 (fibroblast growth fac-
tor); PDGF (platelet-derived growth fac-
tor), et ses isoformes -AA, -BB, -AB;
EGF (epidermal growth factor) et HB-
EGF (heparin binding EGF) ; VEGF
(vascular endothelial growth factor)...
(figure 2) [19]. Leur mécanisme
d’action n’est pas toujours trés bien
précisé; certains ont, a I’évidence,
des roles paracrines et autocrines,
certains des roles intracrines (FGF-1
et 2).

Le role des cestrogeénes a cette étape
du développement du processus
athéromateux n’a pas été étudié. Les
éléments que I'on peut retenir sont,
soit liés a des effets systémiques de
I’hormone (par exemple 'influence
sur les taux d’angiotensiogene), soit
liés a des actions sur le systéme
immunitaire dont il est difficile de
dire les rapports avec les processus
évoluant dans la paroi artérielle. 11
peut exister des analogies entre
leffet des cestrogenes dans la paroi
vasculaire et leur role, mieux connu,
dans un autre parenchyme qu’est le
tissu osseux [26]. Au niveau de 1’os,
les cestrogénes modulent les signaux
échangés entre ostéoblastes et ostéo-

clastes pour assurer un bon état de
minéralisation : diminution de la pro-
duction d’IL-6 [27] et du systeme
récepteur de I'IL-6, modulation de
I'effet de la parathormone et du
TGF-f [26]. Dans une récente série
de travaux, nous avons pu observer,
qu’en fait, les cestrogénes n’influen-
cent ni la production de I'IL-6, ni
celle du TGFB par les cellules muscu-
laires lisses maintenues en culture.
Ce résultat est donc différent des
observations faites sur les ostéoblastes
(en préparation).

Développement de modeles animaux
pour I’étude des mécanismes
moléculaires de ’action

des cestrogenes

Pour mieux comprendre le méca-
nisme d’action des cestrogenes in
vivo, il faut disposer de modeles ani-
maux susceptibles de développer des
lésions suffisamment proches des
lésions humaines, pendant un inter-
valle de temps suffisamment court
pour que l’on puisse étudier
I'influence de ces hormones sur les
différentes étapes du développement
de la plaque. Le singe, le lapin et le
porc soumis a un régime riche en
cholestérol constituent de bons
modeles d’étude du développement
de l'athérosclérose. Ils ont permis de
mettre en évidence I'effet protecteur
des cestrogeénes et d’en suggérer les
mécanismes responsables, en particu-
lier, 'augmentation de la production
endothéliale de monoxyde d’azote
[20-24]. Plus récemment, d’autres
modeles de souris génétiquement
modifiées sont apparus, en particu-
lier, des souris déficientes en apoli-
poprotéine E (m/s n°10, vol. 8,
p.1119; n°6, vol. 11, p. 928) [28, 29].
De fait, I’étude de souches de souris
consanguines aptes a développer le
processus athéroscléreux sous régime
hyperlipidique (C57Bl/6), dont sont
issues les souris déficientes, a déja
permis de faire des progrés dans
I’étude de la physiopathologie de la
maladie [30]. Ainsi, chez les souris
déficientes en apolipoproteine E cas-
trées, 1’cestradiol diminue l'appari-
tion de lésions d’athérosclérose de
facon tres significative [31, 32].

I1 s’agit donc d’un bon modele pour
étudier le role des cestrogenes dans

le processus d’athérosclérose. Il
devrait nous permettre de progresser
dans la compréhension des méca-
nismes mis en jeu dans le développe-
ment de la maladie et susceptibles
d’étre influencés par les cestrogenes.
Le croisement de ces animaux avec
d’autres souris génétiquement modi-
fiées (déficientes, par exemple, en
une cytokine) permettra de tester,
chez ces animaux hétérozygotes ou
doubles homozygotes, I'implication
de cette cytokine dans le processus
athéroscléreux et son influence éven-
tuelle au niveau de I'effet vasculopro-
tecteur des cestrogenes. Ces modeles
animaux sont indispensables pour
confirmer la réalité, in vivo, de méca-
nismes d’action des cestrogénes mis
en évidence dans des systemes de cul-
ture cellulaire.

Définir la cible des cestrogénes dans
la paroi artérielle reste une entre-
prise d’intérét majeur. La reconnais-
sance de cette nouvelle cible pourrait
constituer 1'objectif du développe-
ment de nouveaux agents pharmaco-
logiques et ouvrir de nouvelles straté-
gies thérapeutiques. On peut, des a
présent, envisager qu’une large pro-
portion de la population féminine du
monde occidental est, ou sera, sou-
mise & I'hormonothérapie substitutive
de la postménopause. Cette thérapeu-
tique n’étant pas sans risques (throm-
bose, cancer), les bases expérimen-
tales précédemment exposées seront
nécessaires pour résoudre ce véritable
probléme de santé publique ®
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