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Résumé Au cours de la derniere décennie une meilleure connaissance de la physiopatholo-
gie du sepsis a permis de mettre en exergue le role fondamental que jouait I’endothélium.
Initialement décrit comme étant une simple frontiére entre le sang et les tissus, il apparait
maintenant clair que U’endothélium est un organe a part entiére avec des fonctions qui lui
sont propres comme la régulation du tonus vasomoteur ou ’interaction active avec les élé-
ments figurés ou non du sang. Lors du sepsis, de nombreuses études ont mis ’accent sur une
atteinte de la cellule endothéliale. Cette atteinte qualifiée de dysfonction semble participer,
au méme titre que les organes nobles (cceur, reins, foie, poumons), a ’apparition du syndrome
de défaillance multiviscérale. De ce fait, des études cliniques se sont spécifiquement intéres-
sées au traitement de la dysfonction endothéliale, afin d’améliorer le pronostic des patients
atteints de choc septique. Si les acteurs de la réaction inflammatoire comme le TNF-a ont bien
été étudiés au cours du sepsis, le role des radicaux libres (de I’oxygéne ou du nitrogéne) est
moins bien connu. Cela est principalement dii au fait qu’il est difficile de les caractériser direc-
tement a cause de leur demi-vie extrémement courte. Cependant en évaluant indirectement
la balance pro-oxydante/antioxydante, il a été démontré en réanimation qu’il existait un dés-
équilibre en faveur d’un état pro-oxydant témoignant d’une augmentation du stress oxydant
et que ce déséquilibre était corrélé a la gravité des malades. Les radicaux libres de ’oxygéne
ont un role de second messager dans une grande majorité des voies de signalisation intracellu-
laire. Cependant, de par leur particularité physicochimique, ils sont tres cytotoxique et peuvent
entrainer directement des lésions des protéines, de l’ADN et des membranes lipidiques. Ils ont
aussi une cytotoxicité indirecte en intervenant dans la régulation de voies de signalisations
cellulaires. Cela a été bien décrit en ce qui concerne la régulation de l’adhésion leucocytaire,
du tonus vasculaire et de certains facteurs transcriptionnels comme le NF-kB. Au cours du
sepsis, l’endothélium va donc étre une des cibles principales des radicaux libres. Les lésions
endothéliales, qui en découlent, interviennent directement dans la survenue du syndrome de
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défaillance multiviscérale. Des études cliniques s’employant a antagoniser les radicaux libres
semblent montrer des résultats encourageants, bien qu’actuellement cela soit insuffisant pour
en tirer des conclusions pour améliorer la prise en charge des patients atteints de choc septique.
© 2008 Publié par Elsevier Masson SAS pour la Société de réanimation de langue francaise.

Summary During the last decade a better knowledge of sepsis pathophysiology stressed the
central part taken by endothelium in this syndrome. Described at the beginning as a ‘‘simple’’
border between blood components and tissues, it now appears to be an organ with proper func-
tions like vascular tone regulation and blood cells interaction. During sepsis it has well been
described that endothelial dysfunction might occur. This dysfunction seems to participate, as
well as other organs like the heart, kidneys or lung, in the occurrence of multiple organ fai-
lure syndrome. There fore clinical trial have tested treatment of endothelial dysfunction to
improve septic shock patient prognosis. If inflammatory factors like TNF-a have well been stu-
died during sepsis it is not the case of reactive oxygen or nitrogen species. This is principally
due to the extreme instability of these molecules which make then difficult to characterize
directly. However, It is possible to characterize oxidative stress by measuring pro-oxidant and
antioxidant parameters. The imbalance between these parameters, in favor of a pro-oxidant
state, witnesses a deleterious effect of oxidative stress. This pro-oxidant state has been des-
cribed in patients during septic shock and has been correlated to the severity of the disease.
Reactive oxygen species take part as a second messenger in a wide range of cellular signaling
pathways. But due to their chemical properties they can induce direct cell damage acting on
DNA, proteins or lipidic membrane. They can also have an indirect cytotoxicity by interfering in
intracellular pathways. This has well been described concerning leukocytes adhesion, vascular
tone or transcriptional factors like NF-kB. So endothelium can be considered to be a prior target
of reactive oxygen species during sepsis. Therefore, endothelial dysfunction that occur during
sepsis, plays a key part in the occurrence of multiple organ failure syndrome. Clinical trials
scavenging reactive oxygen species during species shows encouraging results. But they are not

sufficient to change our clinical practices during septic shock for the moment.
© 2008 Publié par Elsevier Masson SAS pour la Société de réanimation de langue francaise.

Introduction

L’'endothélium peut étre considéré comme un organe a
lui seul. En effet, le corps humain contient approximati-
vement 10" cellules endothéliales représentant un poids
estimé a 1kg et couvrant une surface de 4000 a 7000 m?.
L’endothélium est le garant de la qualité de la macrocircula-
tion et de la microcirculation. C’est un acteur essentiel dans
la régulation du tonus vasculaire, il participe au maintien de
la viscosité sanguine, il assure une fonction anticoagulante
et il participe a l’angiogénése.

L’endothélium participe activement a la défense de
’organisme contre des pathogenes. Lors de |’agression tis-
sulaire par des agents pathogénes, les cellules endothéliales
recrutent les leucocytes, permettent leur migration vers
les sites infectés, libérent des médiateurs inflammatoires
et favorisent localement des phénomenes de coagulation,
afin de prévenir la dissémination hématogéne de U'infection.
Mais cette réponse localisée endothéliale adaptée face a une
infection focale, peut se généraliser lors d’un sepsis sévere.
Ces troubles microcirculatoires pourront alors induire des
dysfonctions d’organes.

Le sepsis induit des modifications phénotypiques de
’endothélium par plusieurs mécanismes. Au cours du sep-
sis, les cellules endothéliales subissent d’une part, des
modifications des débits macro- et microcirculatoires asso-
ciés a des modifications d’oxygénation et, d’autre part,
Ueffet de nombreux médiateurs libérés au cours du conflit
pathogéne—organisme incluant les especes radicalaires de
’oxygéne, les cytokines, le complément, les protéases

sériques. Il en résulte des modifications fonctionnelles
et structurelles de l’endothélium (Fig. 1). Les modifica-
tions fonctionnelles provoquent une altération du tonus
vasculaire, une augmentation de l’adhésion cellulaire (adhé-
sion leucocytaire et plaquettaire), une augmentation de
la perméabilité capillaire et un état procoagulant de
U’endothélium. Les modifications structurelles aboutissent
a un cedéme cellulaire et a une fuite plasmatique du sec-
teur intravasculaire vers le secteur interstitiel. Ces troubles
microcirculatoires, s’ils persitent, pourront alors induire des
dysfonctions d’organes.

Les espéces radicalaires jouent un role central dans la
physiologie vasculaire et cellulaire. En particulier, ils ont un
role majeur dans la survenue de la dysfonction endothéliale.
Initialement, les espéces radicalaires de ’oxygéne (ERO)
sont apparues comme étant des éléments possédant des
effets toxiques directs capables de participer a ’apparition
des lésions endothéliales lors des processus carcinologiques,
de l’athérosclérose, de l’hypertension artérielle, de la mala-
die diabétique et des états de choc. Mais, les espéces
radicalaires possédent également des propriétés bénéfiques
indispensables a ’homéostasie cellulaire. Actuellement, les
travaux portant sur les ERO permettent d’affirmer qu’au-
dela de leffet toxique qu’elles peuvent avoir, elles ont
également un réle de second messager dans de nombreuses
voies de signalisation cellulaire.

Les ERO et les especes radicalaires de l’azote (ERN) les
plus souvent impliquées en physiopathologie sont [’anion
superoxyde (0,°~), le peroxyde d’hydrogéne (H,0;), le
radical hydroxyle (OH*), l'oxyde nitrique (*NO) et le per-
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Figure 1

oxynitrite (ONOO™) (Fig. 2). L’anion superoxyde résulte de la
réduction de l’oxygéne par différentes oxydases, en particu-
lier par les NADPH-oxydases microsomiales et plasmatiques,
la NADH-déshydrogénase mitochondriale (complexe | de
la chaine respiratoire) et par des composés de type qui-
nones/semiquinones naturelles, ubiquinone de la chaine
respiratoire (complexe Ill de la chaine respiratoire). Le NO*
est normalement produit au niveau de ’endothélium par
la NO synthase (eNOS), mais lors des états inflammatoires,
I’expression de la NOS inductible au niveau des macrophages
et des cellules musculaires lisses contribue a une production
massive de °*NO.

Quand 0,*~ se trouve en présence de *NO, il peut rapi-
dement interagir avec celui-ci pour donner une espéce
radicalaire hautement réactive, le ONOO~ (Fig. 2). Celui-
ci est un médiateur important de la peroxidation lipidique
et de la nitration protéique. En ’absence de *NO immé-
diatement accessible, 0,*~ est rapidement transformé par
la superoxyde dismutase (SOD) en une ERO plus stable,
mais hautement diffusible, le H,0,. Cette ERO est ensuite
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Figure 2 Schéma de formation et de régulation des especes
radicalaires. NO oxyde nitrique, anion superoxyde (0;°),
peroxyde d’hydrogéne (H,0;), radical hydroxyle (OH*), peroxy-
nitrite (ONOO~), GSH glutathion.

Schéma des principaux mécanismes impliqués dans la dysfonction endothéliale induite par le sepsis.

détoxifiée en H,0 soit par les catalases ou par la gluta-
thione peroxidase (GSH-Px) (Fig. 2). Les effets de O0,°~ et
du H,0, sur la fonction vasculaire dépendent des quanti-
tés produites. Formés au niveau intracellulaire en faibles
quantités, ils agissent comme des seconds messagers intra-
cellulaires et modulent des réponses tels que la croissance
vasculaire. Au cours d’un stress oxydatif, c’est-a-dire lors
d’un déséquilibre de la balance entre la production de pro-
oxydants et la défense antioxydante de l’organisme, ces
ERO peuvent induire des lésions lipidiques, protéiques et de
I’ADN. En effet, le H,0; se transforme en radical hydroxyle
(OH°*) par la réaction de Fenton:

(H,0; + Fet* = OH®* + OH™ +Fe™*™)
ou celle ou cycle de Haber-Weiss :
(H202 +02°" = OH* + OH™ +0y)

en présence de métaux de tansition tels que le fer et le
cuivre. Le radical OH* est la plus réactive des ERO en parti-
culier, vis-a-vis des lipides membranaires en déclenchant la
peroxydation lipidique.

Formation des radicaux libres lors du sepsis

Lors d’une infection, l’environnement cellulaire est extré-
mement riche en facteurs inflammatoires notamment en
ERO.

Les radicaux libres peuvent étre formés par les leu-
cocytes recrutés sur le foyer infectieux ou par la cellule
endothéliale elle-méme.

Lors de la réponse inflammatoire, il existe un phéno-
méne classiquement appelé oxygen burst qui correspond
a la libération massive de radicaux libres de |’oxygéne
par les polynucléaires neutrophiles (PNN). Ce phénomene
a notamment été démontré in vitro sur des PNN en
suspension. Lorsque les PNN sont activés par un facteur pro-
inflammatoire, ils peuvent libérer jusqu’a 360nanomol/h
d’0,°~, alors que non stimulés cette production est quasi
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nulle [1]. Par ailleurs, ’adhésion des leucocytes aux cel-
lules endothéliales favorise leur activation et les sensibilise
a U'action de médiateurs pro-inflammatoires tel que le TNF-
a. Cela entraine une libération massive par les leucocytes de
radicaux libres une a trois heures aprées leurs exposition [2].

Les cellules endothéliales produisent-elles aussi des
radicaux libres grace a l’action d’enzymes comme la NADPH-
oxydase, les myéloperoxydases, la xanthine-oxydase et les
complexes | et Il de la chaine respiratoire. Cette produc-
tion peut aussi étre assurée par la mitochondrie au niveau
du complexe lll. Lors d’une stimulation inflammatoire, il a
été démontré in vitro que la cellule endothéliale produisait
des radicaux libres en quantités significatives. Des cellules
endothéliales de veines ombilicales humaines (HUVEC) pro-
duisent de maniére significative de l’anion superoxyde ou
du peroxyde d’hydrogene lors d’une exposition a du TNF-q,
de Uinteleukine-1 ou a de Uinterféron-vy. Cette production
est dose dépendante [3,4]. Elle s’observe aussi en pré-
sence de substances vasoactive comme la bradykinine. Dans
les cingminutes qui suivent sa liaison a son récepteur, la
bradykinine entraine une production d’anion superoxyde
par la cellule endothéliale [5]. Il a aussi était démontré
que des HUVEC exposées a du plasma de patients en état
de choc septique produisaient une quantité significative-
ment plus importante de peroxyde d’hydrogéne comparés
a des cellules exposées a du plasma de volontaires sains.
Cette production était positivement corrélée a la gravité des
patients (SAPS Il, SOFA score, mortalité en réanimation) [6].
Une production excessive de radicaux libres de [’oxygéene
s’observe aussi au cours des phénomeénes d’ischémie reper-
fusion [7—-9].

Role des radicaux libres dans ’altération du tonus
vasculaire

Le sepsis induit des altérations macro- et microcirculatoires
[10—12]. Il est en particulier responsable d’une altération de
la vasorégulation et des altérations de la microcirculation
avec une diminution de la perfusion capillaire. Les modi-
fications fonctionnelles de la cellule endothéliale sont des
phénomenes centraux de ces altérations [13].

De nombreux modéles de choc septique chez ’animal
ont montré que le sepsis induit des altérations précoces
de la microcirculation [10,14—16]. Plusieurs mécanismes
peuvent expliquer cette altération des débits microcircula-
toires. Aprés injection d’Escherichiacoli ou d’endotoxine,
les artérioles de premier et de deuxiéme ordre se vaso-
constrictent, alors que les artérioles plus distales de
troisitme et quatrieme ordre sont vasodilatées. Cette
vasoconstriction des artérioles les plus proximales limite
le flux des globules rouges. Le tonus vasomoteur est
régulé par la combinaison de mécanismes endothélium-
dépendants et endothélium-indépendants. Les cellules
endothéliales produisent des molécules vasoactives qui
régulent le tonus vasculaire et contribuent au contrle
de la pression artérielle. Ces molécules comprennent
des substances vasodilatatrices (le monoxyde d’azote
(NO) et la prostacycline) et des substances vasoconstric-
trices (’endothéline, le thromboxane A2 et le facteur
d’activation plaquettaire) [17,18]. Au cours du sepsis, la
balance locale vasoconstricteurs—vasodilatateurs (NO et

prostacycline [PGl,]) penche en faveur des médiateurs
vasoconstricteurs. Ultérieurement, le développement de la
réponse inflammatoire conduit a ’activation de la NO syn-
thase (NOs) inductible et de la cyclo-oxygénase inductible
au niveau des cellules musculaires qui compense le déficit
en substance vasodilatatrice.

C’est en agissant sur la formation du NO que les ERO vont
intervenir dans la genése des troubles de la vasomotricité
constatés lors du sepsis. Les radicaux libres de |’oxygéne
et notamment ’anion superoxyde vont modifier U’activité
de la NOs qu’elle soit constitutive ou inductible. La NOs
est une flavoenzyme calcium dépendante qui va produire
du NO grace a U'oxydation de la L-arginine par ’oxygéne.
L’augmentation intracytoplasmique de la production des
radicaux libres peut entrainer un découplage de la NO syn-
thase endothéliale (eNOs) aboutissant a la formation d’0,°*~
[19]. En effet, la NOs est une enzyme formée par un com-
plexe homodimérique qui comporte un site avec une activité
réductase et un site avec une activité oxydase. La formation
du NO résulte de la succession de deux réactions:

¢ la premiére consiste en la formation d’oxygéne molé-
culaire qui va aller hydroxyler le substrat guanidino-
nitrogéné de la L-arginine formant ainsi le N®-hydroxyl-
L-arginine;

¢ la seconde consiste en une oxydation du N¢-hydroxyl-L-
arginine formant ainsi du NO et de la L-citrulline.

Ces deux réactions nécessitent la présence du substrat
BH4, en ’absence de celui-ci les électrons qui passent du site
reductase vers le site oxygénase sont dérivés vers |’oxygeéne
moléculaire pour former de ’0,°*~. Lors de [’augmentation
de la production d’ERO intracellulaire, il peut y avoir for-
mation de peroxynitrique (ONOO®~). Le peroxynitrique va
oxyder le substrat BH, formant ainsi une molécule inac-
tive (BH;). La disparition de BH, va alors entrainer le
«découplage » de laNOs. Une fois découplée la NOs forme de
’0,*~ majorant ainsi le stress oxydatif préexistant [20—23].

Le découplage de la NOs est donc responsable de deux
phénoménes : une perte de la fonction vasodilatatrice de
’endothélium et une augmentation du stress oxydatif par la
formation d’0,° .

Ainsi, les ERO jouent donc un role central dans
’apparition des troubles vasomoteurs constatés au court du
choc septique.

Role des radicaux libres dans I’adhésion
leucocytaire

L’activation des cellules endothéliales par les médiateurs
inflammatoires provoque une adhésion leucocytaire avec
des troubles de la perméabilité. En effet, ’endothélium
exprime a sa surface des molécules d’adhésion leucocytaire
(E-sélectine, P-sélectine, intercellular adhesion molecule-
1 (ICAM-1), vascular cell adhesion molecule-1 [VCAM-1])
[24,25]. Les polynucléaires vont adhérer aux cellules endo-
théliales et produirent des radicaux libres de |’oxygéne et
des protéases responsables de lésions endothéliales. Un cer-
tain nombre de données expérimentales semblent indiquer
que les ERO jouent un réle important dans la régulation de la
production des molécules d’adhésions leucocytaires. La pro-
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duction de VCAM et de chemoattractant protein-1 (MCP-1)
induite par le TNF-a est contrélée par un mécanisme dépen-
dant de la présence d’ERO [26]. En effet, cette production
est inhibée par lutilisation de substances antioxydantes
ou linhibition de la NADPH-oxydase. La production de
P-sélectine induite par TNF-a est-elle aussi sous la dépen-
dance de la production d’ERO par la NADPH-oxydase et la
xanthine-oxydase [27]. Laltération des cellules endothé-
liales provoque une perte de leurs propriétés structurelles
et membranaires aboutissant a un cedéme cellulaire et a une
fuite plasmatique du secteur intravasculaire vers le secteur
interstitiel. Le role du TNF-«a et de la thrombine a été clai-
rement démontré dans la genése de l’augmentation de la
perméabilité endothéliale [28—30]. La constitution de ces
cedémes cellulaires endothéliaux et interstitiels provoque
une diminution de la lumiére capillaire et une augmenta-
tion des résistances hydrauliques capillaires (augmentation
de la viscosité sanguine) qui contribuent a ’altération de
la perfusion capillaire et au développement d’une hypoxie
tissulaire [31]. La formation de ’cedéme endothélial est
intimement liée a la concentration de calcium intracellu-
laire. Les ERO vont agir en perturbant les mécanismes de
régulation de la concentration de calcium intracellulaire.
Ce phénomeéne est lié a l’action des radicaux libres a la fois
sur les enzymes controlant Uinflux intracellulaire de calcium
dans la cellule comme la phospholipase C [32] et sur les
enzymes qui controlent les flux de calcium intracellulaire
comme la calcium-ATPase du reticulum endoplasmique [33].
Cet cedéme interstitiel va majorer les phénomeénes
d’ischémie entrainant ainsi une augmentation de la produc-
tion de radicaux libres pérennisant ainsi le cercle vicieux.

Role des radicaux libres dans I’activation des
facteurs transcriptionnels

Les ERO vont jouer un réle important dans la régulation de
la voie d’activation des facteurs transcriptionnels et notam-
ment dans la régulation de ’apoptose.

La modulation de Uactivité NF-kB par les radicaux
libre de l'oxygéne peut se faire soit directement, soit
par U'intermédiaire des mitogen-activated protein kinases
(MAP-kinases) ou par ’intermédiaire de la protéine kinase C
(PKC).

Les radicaux libres de l’oxygéne vont activer la PKC
par trois mécanismes différents. Directement en oxydant
le domaine de régulation entrainant une augmentation de
la PKC indépendamment de la concentration intracellulaire
de calcium [34]. Les radicaux libres vont aussi activer la
PKC par U'intermédiaire de ’activation de la phospholipase
C (PLC), de la phospholipase D (PLD) et de la phospholipase
A; (PLA;) qui vont agir sur Uactivité de la PKC [35]. Enfin,
les radicaux libres vont agir en phosphorylant les différentes
isoformes de la PKC entrainant leur activation. Ainsi, il a
été démontré que H,0, était responsable de la phosphory-
lation des isoformes a, bl et g de la PKC entrainant leur
activation.

L’activation des MAP kinases (ERK, JNK) peut se faire
par U'intermédiaire de leur protéine régulatrice p21™ qui
est activée par les radicaux libres de ’oxygéne [36]. Par
ailleurs, les radicaux libres peuvent directement phospho-
ryler ERK1/2.

Les radicaux libres de |’oxygéne vont agir sur [’activation
du NF-kB en diminuant les taux cellulaires de glutathion. En
effet, lors d’une augmentation du stress oxydatif, il existe
une mise en jeu des défenses antioxydantes et notamment
du glutathion dont les taux sont diminués en cas de stress
oxydant prolongé. Il a été montré que le GSH avait une
action inhibitrice directe sur ’activation du NF-kB par le
TNF-a [37,38]. Le GSH va aussi moduler la formation de
molécules d’adhésion (ICAM). Il peut donc directement agir
sur la voie du NF-«kB, mais aussi sur les facteurs transcription-
nels résultant de son activation. Cette modulation du NF-kB
par le GSH va donc limiter la production de facteurs pro-
inflammatoires comme U'IL-8, U’IL-1 et le NO et I’expression
des génes de U'inflammation.

Les variations du ratio glutathion (GSH)/glutathion dissul-
fide (GSSG) vont aussi agir sur U'activator protein-1 (AP-1).
Cette interaction a été démontrée sur différents types cel-
lulaires. Il a notamment été montré que ’activation d’AP-1
par le LPS est inhibé par la N-acétyl-cystéine (précurseur de
GSH) [39] et que la surexpression de la y-glutaminecystéine
synthétase inhibait l’activation de AP-1 [40]. Le nombre de
sites de liaisons a ADN d’AP-1 sont diminués chez les souris
transgéniques surexprimant le géne de la glutathion peroxy-
dase par rapport aux souris témoins au décours d’épreuves
d’ischémie-réoxygenation [41].

Les radicaux libres vont donc activer les voies pro-
apoptiques de facon directe et indirecte participant la aussi
a la persistance de la dysfonction endothéliale.

Conclusions

L’endothélium est "une des premiéres cibles de la réponse
inflammatoire liée au sepsis. Les modifications du tonus
vasculaire, ’adhésion leucocytaire et plaquettaire, les
troubles de la perméabilité capillaire et un état procoagu-
lant conduisent a une réduction du nombre de capillaires
perfusés, une augmentation de ’hétérogénéité de la perfu-
sion capillaire et une diminution des capacités tissulaires
d’extraction en oxygene. De plus en plus d’arguments
incitent a penser que l’altération de la microcirculation
joue un role crucial dans la genése des défaillances vis-
cérales. Le fait que ces altérations de la microcirculation
aient été constatées expérimentalement au niveau du foyer
infectieux, mais également a distance de celui-ci plaide
en faveur de leur role essentiel dans le développement
du syndrome de défaillance multiviscérale. Ces derniéres
années, plusieurs stratégies thérapeutiques ont été tes-
tées chez les patients en choc septique pour limiter la
dysfonction endothéliale. En ciblant un paramétre ayant
un role a plusieurs niveaux de la dysfonction endothé-
liale et donc en agissant sur la réponse pro-inflammatoire,
en atténuant les interactions endothélium—leucocytes et
’apoptose endothéliale on pourrait peut-étre obtenir des
résultats cliniques significatifs. Les radicaux libres semblent
répondre a cette description. Cependant, méme si cer-
taines études antagonisant les radicaux libres semblent
montrer des résultats encourageant, il n’y a pas a l’heure
actuelle, de preuve formelle d’un bénéfice a employer des
antioxydants. Il s’agit la d’un nouveau challenge thérapeu-
tique a visée endothéliale a explorer dans les années a
venir.
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