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Raéle clé de I'hypoxie

et des cellules endothéliales
dans le déeveloppement

des veines variqueuses

Les veines variqueuses représentent une anomalie fréquen-
te dont I’étiologie n’est pas encore bien définie. Les
études eépidémiologiques ont montré qu’outre des facteurs
génétiques et hormonaux, la station debout prolongée
contribue a leur développement, peut-étre par l’interme-
diaire de I’hypoxie ainsi induite. Les molécules inflamma-
toires produites par les cellules endothéliales soumises a
I’hypoxie stimulent en effet la prolifération des cellules
musculaires lisses de la média et provoquent I’adhérence
des polynucléaires neutrophiles. Ceux-ci, actives a leur
tour, relarguent protéases et radicaux libres. Des phéno-
menes voisins sont retrouvés dans la paroi de la veine vari-
queuse. Certains composés qui inhibent la cascade d’acti-
vation des cellules endothéliales lors de I’hypoxie ont mon-
tré leur efficacité dans les troubles veineux. L’ensemble de
ces données aboutit a formuler une hypothése cohérente
sur lorigine de linsuffisance veineuse chronique provo-
quée par une ischémie locale.

es veines variqueuses
constituent un probléme
de santé majeur : environ
une personne sur trois en

et le régime alimentaire pauvre en
fibres semblent étre corrélés a la
prévalence des varices au sein de la
population mondiale [1, 3]. La sta-

souffre dans les pays occi-
dentalisés. L’étiologie de cette ano-
malie est encore incertaine, mais on
sait que de nombreux facteurs peu-
vent influencer le développement de
varices chez les patients [1-3]. L’épi-
démiologie des varices a montré
I'influence de divers parameétres sur
I'apparition de la maladie. Le sexe,
la sédentarité, la surcharge pondéra-
le, la position assise sur une chaise

tion debout prolongée est aussi
incriminée : elle est bien connue
comme facteur de risque pour le
syndrome des jambes lourdes [3],
mais aussi, selon certains auteurs,
pour le développement des varices
[1]. De plus, des perturbations
mécaniques, comme des insuffi-
sances des valvules dont le role est
d’empécher le reflux veineux,

et une forte pression SanNguiNne —"——
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dans les veines, sont associées a
leur apparition. Parallélement,
les études épidémiologiques
ont montré qu’il faut aussi tenir
compte des facteurs héréditaires. On
reléeve, en effet, des antécédents
familiaux chez 80 % des sujets por-
teurs de varices. Certains travaux
confortent I’hypothése que le trait
génétique concerne la transmission
d’un tissu veineux de qualité
médiocre [4].

Cependant, dans la plupart des cas
ou des veines variqueuses se dévelop-
pent, une stase sanguine est obser-
vée. Deux cas communs sont le
reflux du sang des veines internes
vers les veines externes et la réappa-
rition des varices aprés une interven-
tion chirurgicale quand une partie
de la veine est toujours située en
dehors du flux sanguin normal. La
station debout prolongée est un fac-
teur épidémiologique important qui
est corrélé a I'apparition de la mala-
die et qui produit aussi une stase vei-
neuse. On pourrait donc postuler
que la stase du sang dans les veines
des membres inférieurs est une des
principales perturbations physiolo-
giques conduisant au développe-
ment des veines variqueuses, mais
aucun mécanisme biochimique n’a
été proposé jusqu’a présent pour
lier cette situation aux modifications
tissulaires observées dans ces mala-
dies. La clé de ce lien est, comme
nous allons le voir, la réaction de
I'endothélium a I’hypoxie.
L’endothélium constitue la premiére
barriére entre le sang et le tissu vei-
neux. Il est loin d’étre inerte et rem-
plit de nombreuses fonctions [5]. En
tant que contenant hématocompa-
tible, il controéle la coagulation ainsi
que l'activité des plaquettes par la
libération de molécules anti-throm-
biques comme la prostacycline
(PGIQ), il synthétise des molécules
vasoactives comme I’ endothelium-deri-
ved relaxing factor (EDRF) et I'endo-
théline ainsi que de nombreux com-
posés réglant I'activité des leucocytes
comme le platelet-activating factor
(PAF), l’interleukine 8 (IL8), la
prostaglandine E2 (PGE,), les colony-
stimulating factors (CSF) et les fac-
teurs de croissance qui influencent
les cellules musculaires lisses (CML)
comme le platelet-derived growth factor
(PDGF) et I'endothelial cell-derived
growth factor (ECDGF) [6-9]. L’endo-

thélium agit aussi en barriére sélecti-
vement perméable ; il sécréte de
nombreux métabolites, notamment
le collagéne de type IV et la lamini-
ne qui sont des constituants de la
matrice extracellulaire, et métabolise
les lipoprotéines et I’angiotensine.
Les cellules endothéliales interagis-
sent également étroitement avec les
leucocytes : ces interactions sont spé-
cifiques de chaque type de leuco-
cytes et sont finement réglées par
I'induction de I’expression des molé-
cules d’adhérence a la surface des
cellules endothéliales et par la libé-
ration de facteurs chémotactiques
(10, 11].

Lors d’une stase veineuse, 'apport
en oxygene au tissu veineux est limi-
té. Du fait de leur localisation a
I’interface sang-tissu, les cellules
endothéliales sont les premieres a
souffrir de cette situation hypoxique.
Une réduction de la pression partiel-
le en oxygeéne (PO,) conduit a une
diminution de I'activité de la chaine
respiratoire mitochondriale : les
phosphorylations oxydatives ralentis-
sent, ce qui diminue la régénération
d’adénosine triphosphate (ATP) et,
comme mécanisme de compensa-
tion, la glycolyse est stimulée. Si la
cellule ne peut pas satisfaire tous ses
besoins en ATP, les modifications
métaboliques qui en résultent peu-
vent conduire a sa mort [12].
Cependant, avant que ne survien-
nent ces altérations irréversibles,
I’hypoxie peut influencer les fonc-
tions des cellules endothéliales,
entrainant une cascade d’événe-
ments qui impliquent leucocytes et
cellules musculaires lisses. Ce sont
ces événements qui vont conduire
aux modifications typiquement
observées dans les parois veineuses
pathologiques. Dans cet article, nous
allons montrer comment les diverses
étapes de ce processus séquentiel
qui implique différents types cellu-
laires et dont I’origine est une
réduction de I’apport en oxygéne
permettent de comprendre le déve-
loppement de la pathologie veineuse
[13].

Arguments
experimentaux

Le modéle expérimental sur lequel
I'effet de I’hypoxie a été étudié est
constitué d’une primo-culture de
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Figure 1. Cinétique des variations des parametres biologiques des cellules
endothéliales isolées a partir de veine ombilicale humaine (HUVEC) expo-
sées a une hypoxie. ATP : courbe noire; concentration cytosolique en cal-
cium : courbe rouge ; synthése de prostaglandines : courbe noire disconti-
nue; synthése de PAF : courbe bistre,; augmentation de I'adhérence des
PMN aux HUVEC : courbe rouge discontinue. Les résultats sont exprimés en
pourcentage (ou pour mille (ATP)) par rapport au contréle maintenu en nor-
moxie, sauf pour la synthése de PAF qui est exprimée en valeurs absolues.

cellules endothéliales isolées a partir
de la veine ombilicale humaine
(HUVEC, human umbilical vein endo-
thelial cells) exposées in vitro a une
hypoxie sévére. Dans les conditions
expérimentales de ce modeéele, la
pression partielle en oxygéne atteint
10 mm Hg dans le milieu aprés 15
minutes [14]. Dans ces conditions,
on n’observe pas de mort cellulaire
pendant les deux premiéres heures
d’hypoxie. La mort cellulaire est
cependant provoquée par des temps
plus longs d’incubation sous hypo-
xie: il n’y a plus que 50 % des cel-
lules qui survivent aprés 6 heures
d’hypoxie.

Durant I’hypoxie, la premie¢re modi-
fication métabolique observée est la
diminution de la concentration en
ATP résultant de la diminution des
phosphorylations mitochondriales
due au déficit en oxygéne : une
diminution de 43 % de la concentra-
tion en ATP est enregistrée dans les
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HUVEC apreés 2 heures d’incubation
sous hypoxie [15]. Cette diminution
peut étre atténuée si une molécule
énergétique comme le B-hydroxybu-
tyrate est ajoutée aux cellules pen-
dant I’hypoxie.

Ce déficit en ATP conduit a un
ralentissement de l’activité des
pompes ioniques dépendant de
I’ATP et notamment de la Ca*-
ATPase, ce qui entraine une pertur-
bation de I’homéostasie ionique de
la cellule. Une augmentation de la
concentration calcique cytosolique
est observée dans les HUVEC : celle-
ci passe de 33 a 230 nM apres 2
heures d’incubation sous hypoxie
[15]. Le calcium extracellulaire ainsi
que celui provenant des stocks intra-
cellulaires sont tous les deux impli-
qués dans cette élévation, respective-
ment pour 60 % et 40 %.

Le calcium est un second messager
capable d’activer de nombreuses
enzymes. Parmi celles-ci, la phospho-

lipase A, (PLA,) remplit une fonc-
tion importante dans les cellules
endothéliales : elle est, en effet, a
I'origine de la synthése de média-
teurs pro-inflammatoires. Nous
avons montré que la PLA, était acti-
vée lorsque les HUVEC étaient incu-
bées sous hypoxie [16] ; cette activi-
té conduit au relarguage d’acide ara-
chidonique et de lyso-PAF a partir
des phospholipides membranaires.
L’acide arachidonique est ensuite
transformé en prostaglandines (PG)
dans les cellules endothéliales, prin-
cipalement par la cyclooxygénase.
Une trés forte induction de la syn-
thése de PG, jusqu’a six fois, est
mesurée lorsque les HUVEC sont
incubées 2 heures sous hypoxie :
dans ces conditions, les HUVEC syn-
thétisent 139,2 , 34,8 , 12,0 et 9,5 ng
de PG/mg de protéines respective-
ment pour la 6-céto-PGF,  (métaboli-
te stable de la PGl,), la PGF,, la
PGE, et la PGD, alors que ces cel-
lules ne synthétisent respectivement
que 26,9, 7,7, 1,4 et 1,0 ng de
PG/mg de protéines en conditions
normales [16]. Le lyso-PAF est,
quant a lui, transformé en PAF par
I’acétyltransférase. En conditions
normales, les cellules endothéliales
ne synthétisent pas de PAF.
Cependant, pendant I’incubation
sous hypoxie et par suite de I'activa-
tion de la PLA,, une importante pro-
duction de PAF par les HUVEC est
mesurée, conduisant a une concen-
tration de 0,24.10"? moles/10% cel-
lules [17]. Le PAF n’est pas libéré
dans le milieu et reste associé aux
cellules. Une parfaite corrélation est
observée entre les cinétiques de
I’élévation de la concentration cyto-
solique en calcium, de l’activation
de la phospholipase A,, de la synthe-
se des prostaglandines et de la syn-
theése de PAF, indiquant qu’il s’agit
bien d’un processus unique. Ce
parallélisme entre les cinétiques de
ces différents processus est illustré
par la figure 1.

Ces résultats montrent que I’hypoxie
est capable d’activer fortement les
cellules endothéliales, conduisant a
la libération de différents facteurs
inflammatoires (figure 2). Ces divers
médiateurs peuvent ensuite interagir
avec d’autres types cellulaires. Dans
la paroi veineuse, les cellules endo-
théliales sont principalement en
contact avec deux types cellulaires
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HYPOXIE
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—)(—> Voies normales inhibées par I'hypoxie
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Figure 2. Schéma des principales réactions a I'hypoxie des cellules endo-
théliales. Les réactions sont indiquées suivant leur suite logique par des
fleches montrant les réactions inhibées ou activées apres hypoxie. Le Ca2*
cytosolique est augmenté par inhibition de la pompe calcique (déplétion de
I'ATP) et le relarguage a partir des organites. Il transmet le signal
hypoxique (second messager) par activation de la phospholipase A, (PLA,).
L'acide arachidonique (AA) produit & partir des phospholipides (PL) est
transformé en de nombreuses molécules inflammatoires. COX : cyclooxy-
génase, PG : prostaglandine, lyso-PAF, lyso-platelet-activating factor, ATF :
acétyltransférase, PAF : platelet-activating factor.

les cellules musculaires lisses (CML)
sous-jacentes qui constituent les
principales cellules de la média et
sont responsables du tonus vasculai-
re et les leucocytes circulant dans le
sang. Parmi ceux-ci, les polymorpho-
nucléaires neutrophiles (PMN) sont
les plus abondants et ils sont sen-
sibles aux médiateurs inflammatoires
[18]. L’étape suivante des travaux
était donc d’étudier comment
I’hypoxie pouvait influencer les
interactions entre les cellules endo-
théliales, d’une part, et les neutro-
philes ou les cellules musculaires
lisses, d’autre part.

L’adhérence des PMN aux cellules
endothéliales est trés faible dans des
conditions normales, mais elle
devient plus importante lorsque les
PMN ou les cellules endothéliales
sont activés. On observe que I'’adhé-
rence des PMN humains non stimu-

lés aux HUVEC est augmentée si ces
cellules ont été préalablement incu-
bées sous hypoxie, et ce, d’autant
plus que l'incubation sous hypoxie
est longue (figure 1) [18]. Cette
adhérence est directement induite
par le PAF présent a la surface des
HUVEC ayant subi une incubation
de 90 minutes sous hypoxie : elle
est, en effet, complétement inhibée
si la synthese de PAF par les HUVEC
est inhibée ou si la mesure de
I'adhérence se fait en présence d’un
antagoniste des récepteurs du PAF.
Les PMN s’accrochent donc au PAF
présent a la surface des HUVEC via
leurs récepteurs du PAF, ce qui pro-
voque l’activation des intégrines
CDI18/CD11b exprimées par les
PMN [19]. Celles-ci interagissent
avec ICAM-1 (intercellular adhesion
molecule-1) exprimée de maniere
constitutive par les HUVEC et stabili-
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Récepteur du PAF

Cellule endothéliale hypoxique
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Figure 3. Interaction entre cellules endothéliales hypoxiques et polymorphonucléaires neutrophiles (PMN). Le PAF
(platelet-activating factor), exprimé a la surface de la cellule endothéliale hypoxique, interagit avec son récepteur,
exprimé a la surface des PMN, ce qui provoque l'activation des intégrines CD18/CD11b qui se lient & la molécule
d’adhérence endothéliale ICAM-1 (intercellular adhesion molecule-1). Les PMN s'activent en adhérant aux cellules
endothéliales : I'élévation de [Ca®]i stimule I'activité de PLA, (phospholipase A,), des lipoxygénases (LOX) et de la
NADPH oxydase, avec pour conséquence la production de molécules inflammatoires, leucotriénes et radicaux
libres. PL : phospholipide, AA : acide arachidonique, LTB, : leucotriene B,, O, : radical superoxyde.

sent ’adhérence des PMN aux
HUVEC. ICAM-1 est une molécule
d’adhérence exprimée a la surface
de nombreuses cellules. C’est une
glycoprotéine appartenant a la famil-
le des immunoglobulines et qui sert
de ligand pour les intégrines expri-
mées par les leucocytes [11]. Cette
interaction est nécessaire pour que
I’adhérence  soit  mesurable
puisqu’on peut I'inhiber par des
anticorps dirigés contre I'une de ces
différentes molécules d’adhésion et
ce, méme lorsque le PAF est présent
a la surface des HUVEC [18].

L’adhérence des PMN aux cellules
endothéliales activées par I’hypoxie
conduit aussi a une activation des
PMN eux-mémes, par suite de la liai-
son entre CD18/CD11b et ICAM-1.
On peut ainsi observer une augmen-
tation de la concentration calcique
cytosolique dans ces PMN adhérents.
IIs relarguent aussi une grande
quantité d’anions superoxydes, ce
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qui implique I’activation de la
NADPH oxydase et synthétisent du
leucotriéne B, dii a I'activation de la
PLA, et de la 5-lipoxygénase [20].
L’activation de ces différentes
enzymes est probablement liée a
I'augmentation de la concentration
cytosolique en calcium. Une des
conséquences importantes de cette
activation des PMN est qu’ils indui-
sent une cytotoxicité au niveau des
HUVEC auxquelles ils adherent :
cette cytotoxicité est relayée par les
radicaux libres sécrétés par les PMN
[20].

Ces différents résultats montrent que
I’hypoxie perturbe fortement les
interactions « pacifiques » normales
entre cellules endothéliales et PMN
et engendre ainsi une situation typi-
quement inflammatoire avec adhé-
rence et activation des PMN. Ces dif-
férentes interactions entre ces deux
types cellulaires sont résumées dans

la figure 3.

Un troisieme type cellulaire peut
également étre impliqué dans ce
processus : il s’agit des cellules mus-
culaires lisses (CML) qui, dans la
paroi veineuse, sont sous-jacentes
aux cellules endothéliales. Les inter-
actions entre ces deux types cellu-
laires ont été étudiées de maniére
indirecte en examinant I'influence
de milieux conditionnés par des
HUVEC maintenues sous hypoxie
sur la prolifération de CML in vitro.
Le milieu conditionné est obtenu en
incubant des HUVEC sous hypoxie
pendant deux heures et en repre-
nant le milieu d’incubation. Ce
milieu est alors ajouté aux CML et
leur prolifération est mesurée au
cours du temps. Une activité pro-
proliférative pour les CML a pu étre
mise en évidence en présence du
milieu conditionné par les HUVEC
sous hypoxie par comparaison au
milieu de cellules témoins [21]. Elle

est le résultat de D'activation des m——
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HUVEC par I’hypoxie car, lorsque
I’activation de ces cellules est blo-
quée par le B-hydroxybutyrate, on
n’observe plus de prolifération des
CML. Diverses expériences réalisées
en présence de différents inhibiteurs
ont permis de démontrer que les
prostaglandines synthétisées en gran-
de quantité par les HUVEC incubées
sous hypoxie étaient en partie res-
ponsables de cette activité mitotique.
La PGF,, a l'effet le plus important.
Elle agit en synergie avec un autre
facteur, qui n’est ni une protéine
synthétisée de novo, ni le PAF, mais
probablement le bFGF (basic fibroblast
growth factor) [21].

Relation

entre les caractéristiques
des veines variqueuses
et le mécanisme
d’activation des cellules
endothéliales par
I’'hypoxie

Ces différents résultats montrent clai-
rement que les cellules endothéliales
peuvent étre stimulées in vitro par
I’hypoxie, une situation qui mime
I'ischémie qui se produit in vivo dans
les vaisseaux sanguins durant la stase
veineuse : I'ischémie, occasionnée
par un arrét de la circulation sangui-
ne, entraine une diminution de
I'apport en oxygeéne et en nutriments
au tissu normalement irrigué et pré-
vient I’élimination des déchets méta-
boliques et du CO,. Par ailleurs,
I'’hypoxie que nous réalisons in wvitro
n’entraine qu'une diminution de la
pression partielle en oxygéne. Le
modéle expérimental est donc réduc-
tionniste, mais il a I'avantage de pou-
voir disséquer I'influence de chaque
parametre, ici le réle de I'oxygéne,
sur une population pure de cellules.
Il reste cependant tout a fait perti-
nent car de nombreuses études sur
des organes isolés ou perfusés in situ
ont montré que la diminution de la
PO, est l'acteur principal des dom-
mages occasionnés par une ischémie.
L’activation des cellules endothé-
liales par I’hypoxie initie une cascade
d’événements impliquant neutro-
philes et cellules musculaires lisses
qui peut, lorsqu’elle est transposée
in vivo, expliquer le développement
de veines variqueuses. L’adhérence

des PMN aux cellules endothéliales
n’est que la premiere étape du pro-
cessus de diapédése qui conduit a
I'infiltration des PMN dans l'intima
et dans la média des veines [22]. Ces
PMN sont aussi stimulés et peuvent
relarguer diverses molécules actives
telles que des radicaux libres et des
icosanoides. Ces médiateurs, en
conjonction avec ceux libérés par les
cellules endothéliales elles-mémes, se
retrouvent dans la paroi veineuse ou
ils peuvent induire différentes réac-
tions similaires aux diverses altéra-
tions tissulaires observées dans les
veines variqueuses.

Au moins cinq caractéristiques prin-
cipales des parois des veines vari-
queuses peuvent étre analysées a la
lumiére de cette hypothése [23].

(1) Dans la paroi des veines vari-
queuses, la barriere endothéliale est
toujours présente alors que d’autres
cellules comme les CML subissent de
profonds changements. Nous avons
expérimentalement montré qu’une
hypoxie sévere de deux heures in
vitro induit de profonds change-
ments métaboliques au sein des cel-
lules endothéliales : il se produit une
activation avec synthése accrue de
médiateurs de I'inflammation et de
facteurs de croissance. Cependant, la
viabilité de ces cellules est préservée
et les cellules endothéliales retrou-
vent leur homéostasie deés qu’elles
sont remises dans des conditions
normoxiques [15]. Cet effet de
I’hypoxie permet d’expliquer le
recrutement des neutrophiles et la
prolifération des cellules musculaires
lisses alors que la barriere endothé-
liale reste intacte. Ce tableau est
opposé a celui qu’on peut observer
dans I’athérosclérose ou I’endothé-
lium est abimé et ou les altérations
de la paroi artérielle sont liées a
I'intervention des plaquettes et des
monocyetes.

(2) Une grande quantité d’enzymes
lysosomiales est retrouvée au sein des
couches cellulaires sous-jacentes aux
cellules endothéliales dans les veines
variqueuses par rapport aux veines
normales [23]. Ces enzymes sont
relarguées par les PMN activés. Leur
présence dans le tissu veineux vari-
queux peut donc étre facilement
expliquée puisque nous avons mon-
tré expérimentalement que les PMN
adherent aux cellules endothéliales
activées par I’hypoxie, ce qui entrai-
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ne leur propre activation. On peut
également penser que leur infiltra-
tion dans le tissu sous-jacent est aussi
une conséquence de cette adhéren-
ce, ce qui a d’ailleurs été montré
dans d’autres modeéles expérimen-
taux. Une fois dans la média et par
suite de leur activation, ils y relar-
gueraient leurs protéases par dégra-
nulation. Des expériences réalisées
sur une veine ombilicale perfusée en
hypoxie montrent effectivement
I’infiltration de neutrophiles sous
I’endothélium et leur activation,
lorqu’ils adhérent a I'endothélium,
est attestée par la présence de nom-
breux replis membraneux a la surfa-
ce du globule blanc (figure 4 ;
Arnould, résultats non publiés). Par
ailleurs, on n’observe que trés peu
de PMN adhérant a ’endothélium
d’une veine maintenue en normoxie
et ces neutrophiles ne sont pas acti-
vés.

(3) Le collagéne et les protéoglycanes
sont altérés dans la paroi des veines
variqueuses : on y retrouve, par
exemple, une proportion augmentée
de collagéne soluble. Les radicaux
libres sont responsables de la frag-
mentation de ces deux types de
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constituants de la matrice extracellu-
laire [24] et ils ont été mis en évi-
dence dans la paroi des veines vari-
queuses, en plus des protéases. Les
radicaux libres et les protéases sont
tous deux relargués par les PMN
activés ; ils agissent en synergie et
pourraient donc étre responsables
de I'hydrolyse partielle du collagéne
observée dans les veines malades.

(4) Un épaississement de la paroi
veineuse est aussi typique des veines
variqueuses [25]. Celui-ci est facile-
ment explicable par la prolifération
des cellules musculaires lisses effecti-
vement observée in vivo ; ces cellules
constituent alors le type cellulaire
majeur de l'intima. Les expériences
réalisées in vitro montrent que cette
prolifération peut étre induite par
diverses molécules relarguées par les
cellules endothéliales activées par
I'hypoxie. De plus, dans les veines
malades, les CML passent d’'un état
contractile, caractérisé par une
abondance de filaments du cytosque-
lette et une faible proportion de
réticulum endoplasmique, a un état
synthétique dans lequel les CML
possedent un réticulum endoplas-
mique bien développé, sécrétent plus
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Figure 4. Micrographie en microscopie électronique a balayage de la surfa-
ce luminale de I'endothélium d'une veine ombilicale humaine maintenue
sous hypoxie pendant 2 heures et perfusée ensuite avec des neutrophiles
humains non activés pendant 5 minutes. La téte de fleche indique une cel-

lule endothéliale tandis que la fleche montre un PMN s'infiltrant par diapé-
dese sous l'endothélium (grossissement = 3318 X).

de matrice extracellulaire et notam-
ment de collagéne, sont proliféra-
tives et perdent I’expression de la
myosine et de l’a-actine [26, 27].
Cette modulation phénotypique
pourrait également étre le résultat de
I'action de médiateurs relargués par
les cellules endothéliales activées par
I'hypoxie. La prolifération des CML
[20], ainsi que leur capacité accrue
de synthése des composés de la
matrice extracellulaire [28], peuvent
donc facilement rendre compte de
I'épaississement de la paroi veineuse
pathologique.

(5) Finalement, la prolifération des
CML, les changements qualitatifs et
quantitatifs dans la synthése des pro-
téines de la matrice extracellulaire
ainsi que I’hydrolyse partielle de ces
protéines par les molécules relar-
guées par les PMN infiltrés expli-
quent la désorganisation totale de la
paroi vasculaire observée dans les
veines variqueuses. La figure 5 présen-
te un schéma de ces différentes alté-
rations. Cette désorganisation, en
plus de la perte de la contractilité
des CML, conduit a des altérations
du tonus vasculaire.

Nous n’avons pas tenu compte dans
ce processus de l'effet direct de
I’hypoxie sur les PMN eux-mémes.
Certains résultats préliminaires sug-
gerent que '’hypoxie pourrait activer
directement les PMN. En revanche,
les CML semblent tres résistantes aux
effets de I’hypoxie (De Leener, com-
munication personnelle). De plus,
d’autres cellules sanguines, telles que
les plaquettes, les monocytes ou les
lymphocytes, connues pour leur réac-
tion en présence de PAF et d’autres
médiateurs relargués par les cellules
endothéliales activées par I’hypoxie,
peuvent aussi étre impliquées dans
ce processus et amplifier les altéra-
tions tissulaires.

Un autre parametre important dans
la stase veineuse est la diminution du
flux sanguin et donc des forces de
cisaillement au niveau de I'endothé-
lium [29]. Une diminution de ces
forces affecte la production de nom-
breux métabolites par les cellules
endothéliales, comme par exemple
celle de I’endothéline [30], de la
prostacycline, de 'EDRF, du PDGF...
Il a été montré in vivo qu’'une dimi-
nution locale du flux sanguin entrai-
nait un remodelage des artéres mais
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Figure 5. Désorganisation de la paroi d'une veine soumise a l'ischémie. L'activation des cellules endothéliales et
leurs interactions avec les polymorphonucléaires neutrophiles entrainent une désorganisation et une altération de
la paroi vasculaire caractérisées par une prolifération des cellules musculaires lisses qui perdent leurs propriétés
contractiles, des altérations de la matrice extracellulaire (collagéne et protéoglycanes) sous l'effet des anions

superoxydes et des protéases.

aussi des veines [31] avec épaississe-
ment de la paroi vasculaire. Des
changements de production de diffé-
rents métabolites au niveau de
I’endothélium, induits par I'effon-
drement des forces de cisaillement
lors de la stase veineuse, pourraient
aussi participer, avec I’hypoxie, a la
pathogénie de la maladie variqueu-
se.

Cette cascade d’interactions peut,
bien sar, étre arrétée et les altéra-
tions réparées, mais, si elle se répete,
elle pourrait conduire a des change-
ments irréversibles dans la paroi vas-
culaire.

Effet de médicaments
sur I'activation

des cellules endothéliales
par I'hypoxie

Méme si I'intérét clinique des médi-

caments phlébotoniques sur la surve-
nue et ’évolution de I'insuffisance
veineuse n’est pas établi, il nous
semblait intéressant d’en étudier les
potentialités. Nous avons étudié
I'effet de deux médicaments sur la
cascade provoquée in vitro par
I'hypoxie sur la cellule endothéliale
et son interaction avec les neutro-
philes. Deux médicaments furent
particuliérement étudiés et se sont
avérés tres efficaces : 'extrait de
Ginkgo biloba et le naftidrofuryl, qui
ont des effets inhibiteurs in vitro aux
concentrations mesurées dans le
sang lors de leur usage thérapeu-
tique. Ces deux préparations peu-
vent inhiber fortement, et avec un
effet dépendant de la dose, les diffé-
rents événements de la cascade
d’activation des cellules endothé-
liales présentés sur la figure 2, c’est-a-
dire la chute de la concentration en

ATP, I’élévation de la concentration
calcique, I’activation de la phospholi-
pase A,, la synthése de prostaglan-
dines et de PAF [31-35]. Une inhibi-
tion de l'adhérence des PMN a pu
également étre mise en évidence.
C’est en prévenant la chute de la
concentration en ATP, probable-
ment en préservant la fonction respi-
ratoire des mitochondries au début
de I’hypoxie, que ces substances pré-
viennent les événements subséquents
de la cascade d’activation des cel-
lules endothéliales sous hypoxie et
donc aussi 'augmentation de leur
pouvoir adhésif vis-a-vis des PMN.
Ces résultats indiquent clairement
une action protectrice importante
de ces médicaments sur I’endothé-
lium soumis a une hypoxie, ce qui
pourrait apporter une explication
rationnelle d’un effet thérapeutique
potentiel.
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I Conclusion

Si les mesures comparatives de
TcPO, (PO, transcutanée), chez des
patients atteints d’insuffisance vei-
neuse et des personnes saines, dans
différents conditions, sont nom-
breuses, elles ne donnent cependant
pas d’indication sur I’état d’oxygéna-
tion de la paroi vasculaire des veines
des membres inférieurs. Trés peu de
données sont disponibles sur la PO,
du sang dans les veines variqueuses.
Méme si la stase veineuse, entrainant
une diminution de I'apport en oxy-
géne, a été a l'origine des altérations
de la veine présentées dans cet
article, cela ne signifie pas pour
autant que les tissus de la veine vari-
queuse présentent de faibles PO, en
dehors de cette stase. Au contraire,
Scott et al. [36] ont montré qu’en
position couchée, la PO, du sang de
veines variqueuses était plus élevée
que celle de veines normales. Cette
différence pourrait étre due a la pré-
sence d’anastomoses artériovei-
neuses, peut-étre issues d’'un méca-
nisme de compensation chez les
patients atteints d’insuffisance vei-
neuse. Cependant, aprés 30 minutes
en position debout, la PO, chute for-
tement dans les deux cas et on
n'observe plus de différence entre
veine malade et veine saine : la dimi-
nution moyenne de la PO, est de
18 % pour les veines saines et de
35 % pour les veines malades. Cette
diminution de PO, pendant la stase
veineuse, associée au reflux veineux,
et a un terrain génétique prédisposé,
pourrait étre suffisante pour déclen-
cher le processus d’activation des
cellules endothéliales et la cascade
d’événements qu’elle entraine.

On sait par ailleurs que I'ischémie
est une situation associée au déve-
loppement des veines variqueuses
[37-39] ; le « Deuxiéme document
consensus européen sur l'ischémie
critique des jambes » [40] stipule
que les perturbations métaboliques
au niveau de I’endothélium entrai-
nées par I'ischémie activent la micro-
circulation, sans que le mécanisme
biochimique soit connu. De plus,
Thomas et al. [41] ont mis en évi-
dence une accumulation de leuco-
cytes dans les jambes de patients
souffrant d’insuffisance veineuse
chronique. Coleridge-Smith et al.
[42] proposérent que I’obstruction
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des capillaires par des leucocytes
pourrait contribuer a engendrer une
ischémie locale et, par la suite, une
ulcération induite par I’activation des
leucocytes et les dommages des cel-
lules endothéliales résultant de
I'ischémie qui est effectivement
observée chez les malades. Dans
I'hypothése développée ici, nous pro-
posons que l'ischémie résultant de la
stase veineuse est un facteur initia-
teur de I’activation des cellules endo-
théliales, responsable de I’activation
des PMN. Les PMN ainsi activés peu-
vent alors étre trappés dans les capil-
laires et causer une obstruction.
L’extrapolation du comportement
des cellules endothéliales en culture
soumises a une hypoxie sévére a celui
de cellules i vivo est justifiée par le
fait qu'on obtient les mémes effets,
c’est-a-dire I'activation des cellules
endothéliales, avec synthése de pros-
taglandines et recrutement et stimu-
lation des PMN conduisant a leur
adhérence et a leur infiltration, lors-
qu’on soumet une veine ombilicale
intacte a une ischémie (figure 3). Ces
résultats montrent qu’on peut repro-
duire, sur une veine entiére, ce qui a
été observé sur les cellules endothé-
liales en culture ; on peut donc pen-
ser que les mémes phénomeénes peu-
vent se produire in vivo pendant une
ischémie.

Cette hypothése fournit pour la pre-
miéere fois un lien biochimique entre
I'observation que la station debout
prolongée est un facteur étiologique
important dans |’apparition des
varices et le développement de la
maladie Cette cascade d’événements
a lieu dans un environnement global
ou les prédispositions génétiques,
aussi bien que des facteurs externes
tels que mécaniques ou hormonaux,
jouent aussi un roéle important. Par
exemple, des perturbations méca-
niques peuvent rendre la paroi vei-
neuse plus fragile et pourraient éga-
lement conduire a la prolifération
des CML. Cette hypothése est cepen-
dant intéressante car elle aborde le
probléme de la pathogénie des
troubles veineux d’une facon nouvel-
le ; d'autres approches expérimen-
tales pourront étre développées pour
la tester.

Notre modéle expérimental simple,
qui découle de cette hypothése, per-
met de tester et de développer de
nouveaux médicaments basés sur

une nouvelle stratégie thérapeu-
tique. Nous avons déja montré que
certains médicaments phléboto-
niques ou utilisés dans les processus
ischémiques pouvaient effectivement
inhiber la cascade déclenchée par
I’activation hypoxique des cellules
endothéliales. Cet effet ne signifie
pas que la veine variqueuse va rede-
venir normale a la suite de la prise
de tels médicaments, mais qu’ils
pourraient étre utiles lors de la stase
proprement dite pour prévenir I’'ini-
tiation de cette cascade. L’utilisation
du modéle d’hypoxie cellulaire pour
un premier criblage de nouvelles
molécules pharmacologiques pour-
rait conduire a la mise au point de
nouveaux médicaments dans la
décennie a venir W
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Summary

Key role of hypoxia and endothe-
lial cells in the pathogenesis of
varicose veins

Varicose veins are a very common
pathology but its etiology still
remains not well understood.
Epidemiological studies have
shown that, in addition to genetic
and hormonal factors, prolonged
standing position may contribute to
the development of this pathology.
However, the relation between the
standing position and the physiopa-
thological modifications typical of
the varicose veins is still unclear. In
this article, we sum up experimen-
tal data obtained from the study of
the effects of hypoxia on endothe-
lial cells et we examine how these
results can explain the alterations
observed in pathological vein and
the action of phlebotonic drugs.
All these data led to a coherent
hypothesis for one possible cause
of the chronic venous insufficiency
coming from a local ischemia.
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