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Résumé

Le sepsis est un probleme majeur de santé publique, associant une exacerbation de la
réponse de I’hOte vis-a-vis de I’agent infectant, un stress oxydatif et une défaillance
d’organes. Malgré les progres thérapeutique, la mortalité due a cette affection reste trop élevé.
L’objectif de notre travail de recherche est de mettre en exergue I’implication du stress
oxydatif dans les altérations hépatiques induites par sepsis d’une part, et d’autre part le rle de

la curcumine dans la prévention de ceux-ci.

Le sepsis polymicrobien a été induit par une CLP (Cecal Ligation and Puncture) chez des
souris NMRI albinos. Ces dernieres ont été traitées par une dose de 100mg/Kg de curcumine.
Les souris ont été sacrifiees 24h apres traitement et les organes (foie, rate et mésentére) ont

été prelevé pour une étude biochimique et histologique.

Le stress oxydatif induit par sepsis est caractérise par une augmentation du taux de MDA
(marqueur pro-oxydant) et une diminution de la catalase (marqueur antioxydant). La
curcumine exerce un effet antioxydant et rétablie 1’équilibre de la balance pro-

oxydant/antioxydant en diminuant le MDA et en augmentant la catalase.

Les résultats histologiques montrent des dommages oxydatifs et métaboliques (cholestase,
steatose hépatique non alcoolique aigué) hépatiques, associées a une activation de la réponse
immunitaire et inflammatoire caractéristique avec une forte infiltration leucocytaire observée
au niveau du foie, de la rate et du mésentére. La curcumine prévient les dommages oxydatifs,

métaboliques et inflammatoires induits par sepsis.

Nos résultats ouvrent des perspectives trés prometteuses quant a 1’utilisation thérapeutique
de la curcumine comme traitement du sepsis. En outre, nous affirmons le role clé du stress

oxydatif dans la physiopathologie du sepsis.

Mots clés : Sepsis, stress oxydatif, curcumine, foie, inflammation.



Abstract

Sepsis is a major public health problem, associating an exacerbation of the host's response
to the infecting agent, oxidative stress and organ failure. Despite the therapeutic progress, the
mortality due to this condition remains too high. The objective of our research work is to
highlight the involvement of oxidative stress in liver damage induced by sepsis on the one
hand, and on the other hand the role of curcumin in preventing them.

Polymicrobial sepsis was induced by CLP (Cecal Ligation and Puncture) in albino NMRI
mice. These were treated with a dose of 100 mg / kg of curcumin. The mice were sacrificed
24 hours after treatment and the organs (liver, spleen and mesentery) were removed for a
biochemical and histological study.

The oxidative stress induced by sepsis is characterized by an increase in the level of MDA
(pro-oxidant marker) and a decrease in catalase (antioxidant marker). Curcumin exerts an
antioxidant effect and restores the balance of the pro-oxidant / antioxidant balance by

lowering MDA and increasing catalase.

Histological results show oxidative and metabolic (cholestasis, acute non-alcoholic fatty
liver disease) hepatic damage, associated with activation of the characteristic immune and
inflammatory response with strong leukocyte infiltration observed in the liver, spleen and
mesentery. Curcumin prevents oxidative, metabolic and inflammatory damage induced by

sepsis.

Our results open very promising perspectives for the therapeutic use of curcumin as a
treatment for sepsis. Furthermore, we affirm the key role of oxidative stress in the

pathophysiology of sepsis.

Keywords: Sepsis, oxidative stress, curcumin, liver, inflammation.
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Abréviations

ADCC :Cytotoxicyté cellulaire médiée par les anticorps
AKT: alpha serine/threonine-protein kinase

AP-1: Activator protein 1

Bzip: basic leucine zipper

Caspasel: Interleukin-1 Converting Enzyme
CAT: Catalase

CLP: Cecal Ligation Puncture

COX-2 : cyclooxygenase 2

CXCR1 : C-X-C Motifs chemiokineReceptor 1
CXCR2 : C-X-C Motifs chemiokineReceptor 2
EDTA : Ethylénediamine-tétraacétique

ERK: Extracellular signal-regulated kinases

FNS : Formule d’énumération sanguine

GPx :Gluthathion peroxydase

GSH :Gluthation

HLA-DR : Antigene Leucocytaire Humain-Antigene D
HO-1: Heme oxygenase-1

H202: Peroxyde d’hydrogéne

ICAM-1 : InterCellularAdhesionMolecule (CD54)
IKB a: NF-kappa-B inhibitor alpha

IKK: 1kB Kinase (IKK)-Associated Protein 1
IL-1p: Interleukine -1

IL-8: Interleukine -8

IL-10 : Interleukine -10

INOS: Oxyde Nitrique Synthase

IRAF-3: Interferon Regulatory Factor 3

IRAK-1: Interleukin-1- receptor-associated kinase
IRAK?2: Interleukin-2 receptor-associated kinase 2
JNK: c-Jun N-terminal kinases

Keapl: Protéine Keapl humaine

MAP3K: Mitogen Activated Protein (MAP) kinase
MDA: Malondialdéhyde



MKK3/6: Mitogen-activated protein kinase kinase 3

MPO: myéloperoxydase

MYD88: Myeloid Differentiation primary response 88
NF-kB: Nuclear Factor kB

NLRP3: NOD-like receptor family, pyrin domain containing 3
NO-e: Oxydenitrique

NQO1: NAD(P) H dehydrogenase [quinone] 1

NRF2: Nuclear Respiratory Factor 2

02--: Anion superoxyde

PAMPs: Pathogen-Associated Molecular Patterns

PI3K: Phosphoinositide 3-kinase

PPAR -y: Peroxisome proliferator-activated receptor gamma
PRR: Patherns Recognition Receptors

gSOFA: QuickSOFA

RIP: Receptor-interacting protein

RNS: Reactive Nitrogen species

ROS: Reactive oxygen Species

SIRS : Syndrome deRéponse inflammatoire Systémique
SDS: Dodécylsulfate de sodium

SOD: SuperoxydeDismutase

SOFA: Sequential Organ Failure Assessment

TAKL1: Transforming growth factor beta-activated kinase 1 (TAK1)
TANK: TRAF family member associated NF«kB activator
TBA : Acide thiobarbiturique

TBARS : Especes réactives de TBA

TBK1: TANK-binding kinase 1

TIR: Toll/ IL-1R/R

TIRAP: adapter molecule associated with toll-like receptors
TLRs: ToolLike Receptors

TNF a: Tumor Necrosis Factor (facteur de nécrosetumorale)
TRAF: TNF-Receptor-Associated Factor

TRIF: TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-f3
TRAM: TRIF adaptor molecule
VCAM-1:VascularCellAdhesionMolecule
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Glossaire

Lymphopénie (ou lymphocytopénie) est caractérisée par un nombre de lymphocytes inférieur a

la normale lors d'un hémogramme, soit moins de 1500 par mm?®.

Le score de Glasgow : est une échelle permettant d'évaluer le niveau de conscience d'un patient.
I repose sur 'analyse de trois parametres : 'ouverture des yeux, la réponse verbale et la réponse

motrice.

L'hépatite ischémique ou hépatite hypoxique: résulte d'une diminution du débit sanguin
hépatique [diminution des apports en oxygene des hépatocytes (cellules du foie), pouvant étre
aggraveés par une augmentation de leur besoins en oxygene]. 11 en résulte une nécrose

hépatocytaire.

La cholestase: est une diminution ou un arrét de la sécrétion biliaire, responsable d’un défaut de
transport des acides biliaires du foie vers I’intestin et d’'une augmentation de la concentration

dans le sang et les tissus des acides biliaires.

La cholangite sclérosante secondaire (CSS) : est une maladie biliaire cholestatique chronique,
caractérisée par une inflammation, une fibrose oblitérante des voies biliaires, une formation de

sténose et une destruction progressive de 'arbre biliaire qui conduit a une cirrhose biliaire.
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Introduction

Le sepsis a été reconnu par 1’organisation mondiale de la sant¢ (OMS) comme une
priorité de santé mondiale (Reinhart et al., 2017). Les données récentes indiquent qu'en
2017, le sepsis est survenue chez 48,9 millions de personnes dans le monde, entrainant
la mort de 11 millions de patients (Rudd et al.,2020).

La mortalité élevée des patients revient a la complexité de la physiopathologie du
sepsis et a I’absence d’un traitement efficace pour ce syndrome. Ceci constitue, a
I’heure actuelle, un défi majeur pour les chercheurs afin de définir, diagnostiqué et
cerner la physiopathologie de cette affection et la traiter de maniére appropriée (Laroye
et al., 2017 ; Saloméo et al., 2019).

Le stress oxydatif est définit comme un déséquilibre entre la production des espéces
réactives (oxygenées et azotées, ROS/RNS) et leur neutralisation par les mécanismes de
défense antioxydant. Le ROS/RNS oxydent et endommagent les macromolécules
comme I’ADN, les protéines et les lipides conduisant a des 1ésions cellulaires associées

a diverses pathologies, comme le sepsis (Moukette et al., 2015 ; Jadejaet al., 2017).

La complexité du syndrome septique exige une molécule avec un effet pléiotrope

comme la curcumine, un composant actif du curcuma (Abd-Elrazek et al., 2020).

Dans le cadre du projet de fin d’études, il nous a été proposé d’étudier a I’aide d’un
modeéle murin de sepsis polymicrobien, I’implication du stress oxydatif dans les
altérations hépatiques induites par sepsis et 1’effet de la curcumine sur ces derniers.
Pour répondre a ces objectifs nous avons développé un modele murin de sepsis

polymicrobien dans le but de:

Evaluer le statut redox hépatique par dosage des marqueurs de stress oxydatif, pro-

oxydants (MDA) et antioxydants (Catalase).

- Evaluer la réponse immuno-inflammatoire systémique au cours du sepsis par
dosage de I’FNS.

- Etudier les altérations et les dommages hépatiques induits par sepsis par une étude
histologique.

- Evaluer les effets antioxydants et anti-inflammatoires de la curcumine sur le sepsis.

Page 1
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Chapitre | Rappels Bibliographiques

I. Sepsis

Le sepsis est un probléme de santé mondial et continue d'étre la principale cause de
déces par infection, avec un taux de mortalité supérieur a 40% (Napolitano, 2018 ; Qiu
et al., 2019 ;Rudd et al., 2020).

En 2017, environ 48,9 millions de cas incidents de sepsis ont été enregistrés dans le
monde et 11,0 millions déces liés au sepsis ont été signalés, représentant 19,7 % de tous
les déces dans le monde (Napolitano, 2018 ; Qiu et al., 2019 ;Rudd et al., 2020).

I.1. Définition du sepsis

Le sepsis est le terme anglo-saxon venant du grec Ifyic (putréfaction) et aipo
(sang), désigne la présence de bactéries (voire de champignons ou de virus) dans le sang
(Funk et al., 2009).

Il fut décrit par Hippocrate comme dangereux, odorant, et correspondant a une
décomposition biologique du corps. Ibn Sina [I’avait aussi deécrit comme une
putrefaction du sang et des tissus avec fievre (Majno, 1991 ; Funk et al., 2009).

Le sepsis est un syndrome physiopathologique complexe, défini comme un
dysfonctionnement organique potentiellement mortel causé par une réponse déregulée
de I'n6te a l'infection (Venet et al., 2017).

La physiopathologie complexe du sepsis a constitué un défi pour les chercheurs, afin
de poser une définition adéquate et de développer une thérapie efficace. Depuis 1991 a
ce jour, trois conférences de consensus ont été tenu dans le but d’établir une définition
adéquate du sepsis, et d’identifier des criteres de diagnostic cliniques rapides et
efficaces pour le sepsis (Singer et al., 2016).

En 1991, le sepsis était défini comme un syndrome de réponse inflammatoire
systémique (SRIS) associé a une infection, qui évolue en sepsis sévére (sepsis et
dysfonctionnement d’un organe) puis en choc septique (sepsis et hypotension sévere).

Le SRIS est attesté par la présence d'au moins deux criteres parmi les 4 suivants : (i)
fievre ou hypothermie (température >38°C ou <36°C), (ii) rythme cardiaque
accéléré(>90 battements/minute), (iii) rythme respiratoire accéléré (>20 cycles/minute
ou pression artérielle en CO,<4,3kPa), (iv) augmentation ou diminution du nombre de
globules blancs sanguins(>12 000 cellules/uL ou <4 000 cellules/uL ou présence d'au
moins 10% de granuleux immatures) (Figure 1) (Singer et al., 2016).

Cette définition a connue deux mises a jour en 2001 et en 2016, étant donné que cette
derniére été beaucoup plus basée sur la réponse inflammatoire de I’hote. En effet, une

réaction de I'n6te a une infection implique non seulement I'activation des réponses pro
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et anti-inflammatoires, mais également des modifications des voies non
immunologiques (cardiovasculaire, autonome, neurologique, hormonal, métabolique et
coagulation). De plus, I'utilisation de 2 critéres de SRIS ou plus pour identifier le sepsis
a été considéré d’une spécificité et une sensibilité inadéquates, étant donné que la fievre,
la tachycardie, la tachypnée et les modifications des globules blancs pourraient refléter
une infection seulement (Singer et al., 2016).

En 2016, une nouvelle définition et des nouveaux criteres cliniques du sepsis ont été
instaurés. Le sepsis est actuellement défini comme un dysfonctionnement mortel
d’organes causé par une réponse dysrégulée de I'hote a l'infection. 11 est aggraveé en choc
septique, caractérisé par des anomalies circulatoires, cellulaires et métaboliques
particulierement profondes augmentant le risque de mortalité (Singer et al., 2016 ;
Cecconi et al., 2018).

Les nouveaux criteres cliniques du sepsis incluent une infection suspectée ou
confirmée avec un dysfonctionnement d’organe, identifi¢ par une augmentation de deux
points ou plus du score SOFA (the Sequential [sepsis-related] Organ Failure
Assessment) (Figure 1) (Singer et al., 2016 ; Huang et al.,2019)(Tableau I, Annexe
).

Un score clinique simplifié et rapide appelé quickSOFA (qSOFA), utilisé en milieu
extrahospitalier, est basé sur deux des criteres cliniques suivants : (i) fréquence
respiratoire > 22 cycles/min, (ii) pression artérielle systolique < 100 mm Hg (iii)
altération des fonctions supérieures (encéphalopathie ou syndrome confusionnel, score
de Glasgow <14) (Singer et al., 2016 ; Font et al., 2020).

Le choc septique est identifié, en plus des criteres cliniques de sepsis, par une
exigence de vasopresseur pour maintenir une pression artérielle supérieure ou égale a 65
mm Hg et un taux de lactate sérique supérieur a 2 mmoles/L (>18 mg/dL) (Hotchkiss et
al., 2016 ;Singer et al., 2016 ).

Néanmoins, les limites de cette mise a jour de la définition et des criteres cliniques

de sepsis ont été debattues et une nouvelle mise a jour semble étre nécessaire.
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et un lactate sérique > 2 mM

Figure 1.Diagramme comparatif des définitions du sepsis décrites par les conférences
de consensus de 1991 et 2016 adaptée de (Napolitano, 2018).
1.2. Physiopathologie du sepsis

La physiopathologie du sepsis est extrémement complexe, et est caractérisée par une
réponse inflammatoire déséquilibrée et excessive, un stress oxydatif, et un désordre de
plusieurs systéemes (immunitaire, coagulation, métabolique...) (Cimolai et al.,
2015 ;Van der Poll et al., 2017).

La réponse immunitaire lors du sepsis est une succession de deux phases : une phase

hyper inflammatoire et une phase d’immunodépression (Figure 2) (Ono et al., 2018).
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Figure 2.Phases hyper-inflammatoire et d’immunodépression au cours du sepsis
(Brady et al., 2020).
1.2.1. Phase hyper inflammatoire

Le sepsis est secondaire a une infection bactérienne, fongique ou virale. La réponse
de lorganisme a ces agents pathogénes débute par la reconnaissance de motifs
hautement conserves spécifiques des pathogénes ou « PAMPs » (Pathogen-Associated
Molecular Patterns) par des récepteurs de I'immunité innée, les « PRR » (Patterns
Recognition Receptors). Il résulte de cette interaction une réaction inflammatoire visant
a limiter la dissémination de 1’agent infectieux (Calderari et Liaudet, 2010 ;Dubroux,
2016).

Les Toll-like receptors ou « TLR » sont les récepteurs PRRs les plus décrits chez
I’homme. Ils sont exprimés par les cellules immunitaires (monocytes/macrophages,
polynucléaires neutrophiles, cellules dendritiques, LT, LB...) et par les cellules
épithéliales (O’Neill et al., 2013). Leur activation initie une signalisation intracellulaire
dépendante ou indépendante du MyD88 (Myeloid differentiation primary response 88)
(Figure 3).
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Figure 3.Voies de signalisation des TLRs chez les mammiféres (Chandler et al.,
2019). La liaison du ligand a un TLR est proposée pour induire des changements de
conformation qui initient des cascades de signalisation intracellulaire. La cascade de
signalisation spécifique et la robustesse de la réponse sont influencées par le ligand, le
TLR et les molécules adaptatrices. La signalisation peut se produire sur I'axe dépendant
de MyD88 ou sur laxe indépendant de MyD88/TRIF, avec des protéines
caractéristiques impliquées dans les deux voies. Le résultat final des deux cascades est
la translocation de facteurs de transcription dans le noyau, conduisant a une régulation a
la hausse de genes spécifiques qui contribueront a la réponse de I'hdte aux stimuli
microbiens initiaux.

Quel que soit la voie empruntée, il résulte de cette stimulation 1’activation de
différents facteurs de transcription dont le NF-kB. Ce dernier contribue a I'expression de
médiateurs clé de la réponse inflammatoire, dont notamment les cytokines pro-
inflammatoires 1'IL-1pB, le TNF-a et les interférons de type I, les chimiokines : IL-8 ;
des molécules d’adhérence : ICAM-I, VCAM-1 ; des enzymes : iINOS, Cox-2, SOD et
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des facteurs de coagulation : facteur tissulaire. Ces médiateurs vont induire, d’une part,
la production de nouveaux médiateurs inflammatoires et contribuer, d’autre part, au
développement et au maintien des réponses immunitaires innée et adaptative (Grimaldi,
2014 ; Lemarié et al., 2020).

Ainsi, un cycle vicieux est instauré et une libération massive de cytokines a I'échelle
systémique qualifiee d' «Orage ou tempéte cytokinique » ou d’état d'hyper-
inflammation systémique est observée (Pougol, 2016).

Les cytokines et les chimiokines libérées activent les cellules endothéliales qui
expriment des molécules d’adhésion a leurs surfaces. Les polynucléaires neutrophiles
circulants peuvent, ainsi, infiltrer les tissus, suivis par le recrutement et l'activation des
monocytes/macrophages et des cellules dendritiques. Ces derniéres seront responsable
de P’apprétement antigénique ; elles participent a I’activation, la prolifération et la
différentiation des lymphocytes T et B (Grimaldi, 2014).

Les lymphocytes T effecteurs migrent vers le site infectieux et participe, de par leurs
activités helper et cytotoxiques a I’amplification de la réponse immune et a I'élimination
des pathogénes et des cellules infectées. L’immunité humorale n’est pas en reste,
puisque des anticorps immuns sont générés aprés activation, prolifération et
différentiation des LB. Ces anticorps sont une fraction soluble trés importante
puisqu’elle est capable de neutraliser le germe infectieux et d’induire des mécanismes
spécifiques tels que, I’activation du systéme du complément, I’opsonisation et ’ADCC
(Antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity)(Grimaldi, 2014).
1.2.2.Phase d’immunodépression

La persistance de la phase hyper inflammatoire au cours du syndrome septique
entraine une immunodépression ou une immunoparalysie acquise du systeme
immunitaire. 1l s’agit d’une suppression immunitaire caractérisée par une altération des
cellules immunitaires innées et adaptatives (apoptose, altérations fonctionnelles et
modifications phénotypiques), qui ne seront plus capable de combattre I’infection
(Grimaldi, 2014 ; Pougol, 2016).

Cette phase observe entre autres une lymphopénie résultant de I’apoptose des LB et
LT (CD4+ et CD8+) et la réduction de leur prolifération, une reprogrammation des CPA
conduisant a une diminution de I’expression du HLA-DR, ainsi qu’un phénotype
immature des neutrophiles. Ces derniers subissent également des dysfonctions, altérant

leurs capacités anti-microbiennes telles qu’une diminution de la production des ROS ou
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une baisse de Iactivité chimiotactique via une diminution de 1’expression des récepteurs
CXCR1 et CXCR2 (Figure 2) (Lereclus, 2018 ; Cao et al ., 2019).

Des études récentes indiquent que les patients décédés d’un sepsis ont une
immunosuppression marquée. Leur mortalité résulte d'une incapacité des patients a
éliminer les infections primaires, ainsi que le développement d'infections secondaires
(Ono et al.,2018).

1.3. Dysfonctionnement hépatique associé au sepsis

Le foie joue un rdle central dans le maintien de I'noméostasie de 1’organisme.Ses
fonctions comprennent : le métabolisme des glucides, des lipides,des protéines et
d’hormones ;la biosynthése des composants sanguins,des enzymes et de facteurs de
coagulation ; la production de la bile ; la désintoxication ; le métabolisme des composés
azotés ; la synthésed'urée ; le stockage du glycogene, du cholestérol, de vitamines (A,
D,B12), du fer et bien d'autres (Woznica et al., 2018).

Lors d’infections systémiques, le foie régule les défenses immunitaires via la
clairance bactérienne, la production de protéines de phase aigué (APP) et de cytokines,
et 'adaptation métabolique a I'inflammation (Sun et al., 2020).

Au cours du sepsis, le foie est endommage par des agents pathogenes, des toxines ou
des médiateurs inflammatoires. La lésion évolue d'un dysfonctionnement
hépatocellulaire actif a des lésions hépatiques, puis a une insuffisance hépatique. Le
dysfonctionnement hépatique consiste en de subtiles altérations des fonctions
hépatocellulaires, telles qu'une diminution de la synthese ou une diminution de la
fonction de clairance. Les lésions hépatiques sont définies comme une Iésion
irréversible des hépatocytes. L'insuffisance hépatique est définie comme des dommages
séveres et durables du foie et une perte de fonction dans 80 a 90 % des cellules
hépatiques (Yan et al., 2014).

Les Iésions hépatiques ont un effet critique sur la gravité et l'issue du sepsis. Les
données cliniques et expérimentales suggérent que le dysfonctionnement hépatique est
un signe précoce de sepsis et que le dysfonctionnement hépatique précoce chez les
patients atteints de sepsis est un facteur de risque spécifique et indépendant de mauvais
pronostic (Strnad et al., 2017 ; Sun et al., 2020).

L'incidence de l'insuffisance hépatique dans le sepsis est inférieure a l'incidence de
I'insuffisance d'autres organes en raison de la grande capacité de régénération du foie et
de sa capacité a résister aux agressions (Strnad et al., 2017 ; Sun et al., 2020). Les

incidences de dysfonctionnement hépatique et d'insuffisance hépatique associés au
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sepsis varient de 34 % a 46 % et de 1,3 % a 22 %, respectivement, chez tous les patients
atteints de sepsis (Yan et al., 2014). L'incidence moyenne de dysfonctionnement
hépatique chez les patients atteints de sepsis est de 39,9 %, inférieure a l'incidence de
dysfonctionnement respiratoire, rénal et neurologique et presque identique a I'incidence
de dysfonctionnement cardiovasculaire. Une insuffisance hépatique survient chez 8,5%
des patients atteints de sepsis (Yan et al., 2014).Néanmoins, l'incidence des
dysfonctionnements hépatiques reste variée car les outils diagnostiques actuels font
défaut, notamment ceux permettant de détecter les atteintes hépatiques précoces
(Woznica et al., 2018).

Cependant, le dysfonctionnement et l'insuffisance hépatiques sont associés a de
graves complications dans le sepsis. Les taux de mortalité chez les patients atteints de
sepsis présentant un dysfonctionnement ou une insuffisance hépatique vont de 54 a
68 %, ce qui est plus élevé que les taux de mortalité des patients atteints de sepsis
présentant un dysfonctionnement ou une insuffisance pulmonaire (l'organe le plus
souvent affecté dans le sepsis) (Strnad et al., 2017 ; Sun et al., 2020).

Chez les patients gravement malades, les manifestations cliniques comprennent une
hépatite hypoxique (ischémique), une cholestase induite par un sepsis et une cholangite
sclérosante secondaire (Yan et al., 2014).

I.4. Stress oxydatif et sepsis
1.4.1. Définition du stress oxydatif

Le stress oxydatif, appelé aussi stress oxydant, est un déséquilibre entre les systemes
pro-oxydants et antioxydants en faveur d’une surproduction des espéces réactives de
I’oxygene/nitrogene (ROS/RNS). 1l se produit quand le systeme de défense antioxydant
est surmené par l'augmentation des oxydants ou lorsque les défenses sont affaiblies par
une carence d'apport et/ou de production d'antioxydants (Redouane et Flih., 2015).

Les ROS/RNS oxydent et endommagent les macromolécules comme 1I’ADN, les
protéines et les lipides conduisant a des lésions cellulaires (Moukette et al., 2015 ;
Jadeja et al., 2017). La génération excessive de ROS/RNS épuise les antioxydants
endogenes, qui par la suite, ne parviennent pas a piéger toutes les ROS conduisant a des
Iésions cellulaires associées a diverses pathologies, comme le cancer, les maladies
infectieuses, cardiovasculaires et neurodégénératives (Jadeja et al., 2017) (Figure 4).
1.4.2. Systémes pro-oxydant/antioxydant

Dans des conditions physiologiques, une production contr6lée et a des doses

raisonnables des especes réactives de I’oxygene/nitrogene (ROS/RNS) est indispensable
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a de nombreuses fonctions physiologiques comme la signalisation cellulaire, la mort
cellulaire programmeée et la réponse immunitaire (Ye et al., 2015 ; Belaich, 2016). Le
taux des ROS/RNS est maintenu a des concentrations physiologiques grace a un
équilibre entre leur production par le systeme pro-oxydant et leur élimination par le
systeme antioxydant.

Les ROS/RNS sont générées par de sources endogenes et exogenes a partir de
I’oxygene (O2) et de I’azote (N). Ainsi, les principales sources endogénes des ROS/RNS
sont la chaine respiratoire mitochondriale, la NAD(P) H oxydase, la xanthine oxydase et
la NOSynthase (Figure 4). Les ROS/RNS exogénes résultent de la pollution, de la
fumée de cigarette, de l'alcool, de certains médicaments, des solvants industriels, et des
radiations (Hrycay et Bandiera., 2015).

MADPH oxydase Reéaction de Fenlon
Hantine oxydase r N
P450) S0D Fet
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anion superoxyde hydrogéne perowyds radical hydroxy
F 3
Argining —w MO
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Figure 4.Production des espéces réactives de l'oxygene /nitrogene (ROS/RNS) et leur
neutralisation par des antioxydants (Hierso, 2015).°O2": anion superoxyde, H20;:
peroxyde d’hydrogene, *OH : radical hydroxyl, ONOO": peroxynitrite, HOCI : acide
hypochloreux, *NO : monoxyde d’azote.

Les pro-oxydants sont représentés par des espéces réactives de I’oxygeéne (ROS) et

de I’azote (RNS), radicalaire ou non radicalaire.
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L’anion superoxyde O2e— constitue la premicre espeéce réactive de l’oxygene
radicalaire résultant d’une réaction de réduction électronique de I'oxygeéne. La
dégradation de ces radicaux superoxydes O2e— est contrblée par des systémes de
défense antioxydants, qui s’adaptent au taux de radicaux présents. Ainsi, la production
des radicaux superoxydes est régulée par des métalloenzymes, les superoxydes
dismutases (SOD), qui catalysent leur dismutation en peroxyde d’hydrogene, H2O».
Bien que le peroxyde d’hydrogeéne ne soit pas en soi un radical mais une molécule, il est
lui-méme toxique et capable de donner naissance, via des réactions de type « réaction de
Fenton », a la plus délétére des espéces radicalaires du stress oxydant, le radical
hydroxyle *OH. La quantit¢é de peroxyde d’hydrogene est régulée par I’enzyme
héminique, la catalase (CAT) et par la glutathion peroxydase (GPx) qui catalysent sa
réduction par le glutathion (GSH) en eau et oxygene (Figure 4) (Carange, 2010 ;
Bounedjah, 2014 ; Zerargui, 2015 ; Noichri, 2016).

Les RNS en globent principalement le radical monoxyde d’azote (*NO) et le
peroxynitrite (ONOO-). Le *NO est synthétisé par la NO synthase a partir de la L-
arginine, en présence d’oxygene. Le *NO forme avec I’anion superoxyde O2¢— un
puissant oxydant, le peroxynitrite (ONOO-) (Shah et al., 2014 ; Phaniendra et al.,
2015).

Pour se protéger des effets déléteres des ROS/RNS, I’organisme dispose d’un
ensemble complexe de défenses antioxydantes. On distingue deux sources
d’antioxydants : 1’'une est non enzymatique exogene apportée par I’alimentation sous
forme de fruits et légumes riches en vitamines C, E, caroténoides et endogene comme
glutathion ; I’autre est enzymatique et se compose d’enzymes (superoxyde dismutase,
glutathion peroxydase, catalase), de protéines (ferritine, transferrine, céruléoplasmine,
albumine) et de systemes de réparation des dommages oxydatifs comme les
endonucléases. Quelques oligoéléments comme le sélénium, le cuivre et le zinc qui sont
des cofacteurs d’enzymes antioxydantes (Poisson, 2013).

1.4.3. Réle du stress oxydatif dans le sepsis

Au cours de ces dernieres années, de nombreuses études ont décrit le stress oxydatif
chez les patients atteints de sepsis, avec des preuves de production de ROS/RNS
associée a des dommages d’organes, et une déplétion antioxydante (Spanidis et al.,
2015 ; Yamaguchi et al., 2018 ; Pahlavani et al., 2019).

Le niveau de stress oxydatif semble corrélé avec la sévérité du sepsis. Il est

significativement plus élevé chez les patients atteints de SRIS avec défaillances
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d’organes que chez ceux n’ayant pas de défaillances d’organes et pourrait contribuer a
la survenue de multiples défaillances d’organes (Motoyama et al., 2003 ; Huet et
al.,2007). De plus, le stress oxydatif semble jouer un réle dans le maintien de la réponse
inflammatoire systémique via D’activation des réponses inflammatoires par les voies
redox (Arnalich et al., 2000).

De plus, il a été démontré que les ROS induisent la production de cytokines pro-
inflammatoires telles que I’IL-1p, IL-6 et TNF-a par activation de la voie NF-kB (Naik
et Dixit., 2011). A son tour le TNF-a produit en aval induit une apoptose cellulaire
contribuant aux dommages d’organes (Hughes et al., 2005).

Néanmoins, ’importance du stress oxydatif est sous-estimée malgré les preuves de
son role central dans la pathogénése du sepsis. La notion de stress oxydatif n’a pas été
soulignée dans les directives de la derniére conférence de consensus de 2016.

I.5.La curcumine
1.5.1. Définition

La curcumine (1,7-bis (4-hydroxy-3-méthoxyphényl)-1,6-heptadiéne-3,5-dione) ou
diferuloylméthane est un polyphénol hydrophobe isolée des rhizomes d’une plante
médicinale appartenant a la famille des Zingiberaceae « Curcuma longaL. » (Figure 5)
(Zhong et al., 2016 ;Ghazimoradi et al., 2017 ; Fereydouni et al., 2019).

Figure 5. La curcumine, molécule actif de la plante Curcuma longa (Arshad et al.,
2017).
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La curcumine est utilisée depuis des siecles dans les régimes alimentaires et les
médecines traditionnelles des cultures asiatiques et indiennes et demeure aujourd’hui
une épice alimentaire populaire dans le monde entier (Aggarwal et al., 2007).

La curcumine a été isolée pour la premiere fois du curcuma en 1815 et la structure a
été délimitée en 1910 sous le nom de diferuloylméthane (Sazaki, 2012). Plusieurs
rapports montrent qu'il est non toxique pour les cellules normales et induit une toxicité
sélective dans les cellules tumorales. En général, des doses allant de 0,2 a 8 g / jour de

la curcumine se sont révélées non toxiques pour ’homme (Li et al., 2018).

1.5.2. Les effets pléiotropes de la curcumine

La curcumine est décrite comme possédant un trés large spectre d’actions dans
plusieurs domaines: utilisations traditionnelles ou études scientifiques actuelles. En
médecine traditionnelle, la curcumine peut étre utilisée pour traiter les affections
hépatiques, les helminthiases, éléphantiasis et autres parasitoses, les ulceres gastriques
ou cutanés, I’eczéma, les maladies inflammatoires, les hémopathies, les vertiges et les
gonorrhées, etc... (Duke et al., 2002).

Des etudes récentes ont montré que la curcumine possede de multiples activités
biologiques (pléiotrope) et propriétés pharmacologiques, notamment anti-inflammatoire
(Dhir, 2018), antioxydante (Khanji et al., 2018), et scavenger des radicaux libres
(Zhong et al., 2016 ; Vaughn et al., 2017), anticancéreuse et antiproliférative(Pan et
al., 2018 ; Barati et al., 2019), et antimicrobienne (Marini et al., 2018).

Certaines études ont suggéré des effets protecteurs de la curcumine contre de
nombreuses maladies telles que le sepsis (due a la modulation des réponses
immunitaires) (Chen et al., 2018), le syndrome métabolique (en raison de lI'amélioration
de la sensibilité a l'insuline, supprimant l'adipogenése, réduisant la pression artérielle
élevée et diminuant l'inflammation) (Ghazimoradi et al.,, 2017), les maladies
inflammatoires de [l'intestin (inhibent le facteur de transcription NF-xB, la 5-
lipoxygénase et TLR comme le récepteur 4 (TLR-4)) (Singla et al., 2014), la
polyarthrite rhumatoide (due a la régulation de la réponse immunitaire et diminuer
I'expression des cytokines et des chimiokines (telles que la protéine chimiotactique des
monocytes (MCP-1)) (Khayyal et al., 2018), les maladies cardiovasculaires (en raison
de l'ajustement de lI'enzyme liée au métabolisme des lipoprotéines, la diminution de

I'inflammation et du stress oxydatif) (Li et al., 2019).
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De plus, plusieurs études ont montré le role de la curcumine dans la régulation de la
réponse immunitaire a l'infection, en ciblant plusieurs voies moléculaires, y compris la
voie NF-kB (nuclear factor-kappa B) et AP-1 (activator protein 1) (Tabrizi et al.,
2019) et Nrf-2 (nuclear factor erythroid 2-related factor 2), qui conduisent
respectivement a inhibition de I'inflammation et le stress oxydatif (Figure 6) (Xie et al.,
2017).

Figure 6.Effets de la curcumine sur les voies inflammatoires et oxydatives. IRAK1 :
kinase 1 associée au récepteur de l'interleukine-1; RIP : protéine en interaction; TBKL1 :
kinase 1 se liant a TANK; TRAF : facteur associé aux récepteurs du TNF; TRAM :
molécule adaptatrice liée au TRIF; TRIF: interféron-p induisant un adaptateur contenant
un domaine TIR (Karimi et al., 2019).
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Chapitre 11 Matériel et Méthodes

Notre étude a été réalisée au niveau des laboratoires de pédagogies de la FSNV de
I'université de Blida 1, le laboratoire de pédagogie de la station expérimentale, le
laboratoire de phytopharmacie du département de Biotechnologie et le laboratoire
d’anatomie pathologique du CPMC d’Alger, durant une période de 4 mois du 01 Mars
au 04 juillet 2021.

Notre travail a porté sur :

v' I’étude de l'implication du stress oxydatif dans les altérations hépatiques

induites par sepsis polymicrobien.

v' le role de la curcumine dans la prévention du stress oxydatif et des altérations

hépatiques induites par sepsis polymicrobien.

Dans le cadre de I’obtention du diplome de Master en Biologie Cellulaire et
Moléculaire, nous devions réaliser un travail de recherche sur les altérations hépatiques
stress oxydant- dépendante induite par sepsis ainsi que le role de la curcumine.

Ce travail devait inclure en plus des paramétres de stress oxydatif (MDA, NO, MPO,
Catalase et GSH), des parametres de la réponse inflammatoires (FNS, CRP,
procalcitonine) et de la cytotoxicité hépatique (ASAT, ALAT, PAL). Toutefois, nous
avons rencontrés plusieurs probléemes et obstacles dont la perte des échantillons
(organes et sérums) a cause d’une panne du congélateur, le manque de matériel et
réactifs,. . .etc.

Dans ces circonstances, notre travail est limité a une étude biochimique des

parametres de stress oxydatif (MDA et catalase), et FNS et a une étude histologique.

I1.1. Mateériel
11.1.1. Matériel non biologique
- La verrerie, les appareillages, les solutions et réactifs utilisés dans cette étude
sont résumés dans 1’annexe 1.
- Curcumine (Sigma).
11.1.2. Matériel biologique
Notre travail a été réalisé a I’aide d’un modéle animal de sepsis polymicrobien (CLP,
Cecal Ligation Puncture) en utilisant des souris NMRI albinos.
Animaux
Le modéle murin de sepsis a été réalisé sur des souris NMRI albinos males, agées de
10 a 12 semaines (28-35g), fournies par I'Institut Pasteur d’Algérie (IPA, Kouba,
Alger).
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Les souris ont été acclimatées a I’animalerie de I’Université Saad Dahleb de Blida 1,
dans un environnement ou la température moyenne était de 25 °C et I’humidité était
ambiante. Le régime alimentaire se limitait a un aliment granulé (glucides 49,80% ;
protéines 34.50% ; lipides 10% et complexe minéral vitaminé : 5.70%) et a de I’eau du
robinet. Les souris ont eu un accés libre a I’alimentation et a I’eau « ad libitum ».

Toutes les expériences ont été menées conformément a la législation Algérienne de la
protection des animaux d’expérimentations utilisées a des fins scientifiques [loi n°12-

235/2012; Décret executif n° 10-90].

11.2. Méthodes
11.2.1. Modéle murin de sepsis polymicrobien

Le sepsis a éte induit par une ligature et une ponction cacale (CLP), un modele
expérimental de caractére polymicrobien reflétant les changements physiopathologiques
et les symptdmes cliniques typiques en termes d'hypothermie, tachycardie et tachypnée,
observée chez les patients septiques (Rittirsch et al., 2009).

Le modele de CLP est celui qui est le plus souvent utilisé car non seulement il fournit
une meilleure représentation de la complexité du sepsis humain, mais aussi les agents
pathogenes sont endogeénes, imitant ainsi une lésion traumatique conduisant a une
péritonite chez I’lhomme (Rittirsch et al., 2009).

I1 s’agit d’une ligature et d’une ponction caecale (CLP).Ce modele, décrit il y a plus
de trente ans, consiste a exposer le caecum pour le ligaturer puis le perforer avec une
aiguille. Ce modele comporte a la fois une infection bactérienne mais également une
atteinte ischémique du tube digestif (Bouroche, 2012).

Les souris sont anesthésiées avec de la kétamine a 10mg/Kg/i.p (par voie intra-
péritonéale, ip), puis mises sur une table d'opération aseptique dans un environnement
opératoire stérile. Le quadrant inférieur de l'abdomen est rasé puis désinfecté par
I’alcool afin de faire une incision abdominale médiane de 1 cm pour bien exposer le
cecum (Figure 7A-C).Ce dernier est ligaturé sous la valve iléo-caecale avec une suture
de soie 4-0, pour obtenir la méme séveérité du sepsis, puis perforé trois fois avec une
aiguille de calibre 22 (Figure 7E et F).

Une petite quantité de feces est légérement pressée a travers le site de ponction. Le
caecum est replacé dans la cavité péritonéale et I'incision abdominale est ensuite suturée
(Figure 7G-1).

A la fin de la procédure chirurgicale, les souris sont immédiatement remises dans

leurs cages avec un acces libre a I'eau et a la nourriture.
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Figure 7.Etapes critiques de CLP induit chez la souris. (A) Rasage et désinfection de

la région abdominale. (B) Incision abdominale médiane de 1 cm(C) Exposition du
ceecum. (D) Ligature du caeecum sous la valve iléo-cacale. (E) Ponction cacale avec une
aiguille de calibre 22. (F) Libération d’une petite quantité de feces des sites de ponction.
(G) et (H) Suture et désinfection de I’incision abdominale par du Bétadine. (I)
Réanimation de la souris aprés CLP.
11.2.2. Protocole pharmacologique

Les souris NMRI albinos ont été réparties en trois lots (Figure 8) :

1. Lot Contrdle (n=5) : n’ayant regu aucun traitement.

2. Lot septique (CLP) (n=5) : ayant subi une CLP.

3. Lot septique traité a la curcumine (CLP-Cur) (n=5) : ayant subi une CLP suivie

d’injections de 2 doses de 100 mg/kg/i.p de curcumine apres 30 min et 4h de
CLP.

Les animaux ont été sacrifiés 24 h aprés la CLP et les organes: foie, rate et
mésentere ont été rapidement prélevés, lavés dans une solution froide de NaCl a 0,9 %
et préparés pour I’étude biochimique et histologique.

Le sang a été prélevé par ponction cardiaque sur tube EDTA afin de déterminer la

formule d’énumération sanguine (FNS) et de réaliser un frottis sanguin.
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CLP
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Figure 8.Protocole expérimental chez les souris NMRI albinos. i.p: voie
intrapéritonéale. p.c : poids corporel.

11.3. Etude biochimiques
I1.3.1. Préparation de I’homogénat tissulaire

Les tissus hepatiques ont été homogénéisés a 4°C, a 800 rpm en utilisant un
homogénéisateur SS2 avec un pilon en Téflon, dans 10 volumes de tampon phosphate
(50mM, pH 7.2) contentant 0,5% de Triton x100. Aprés trois cycles de congélation-
décongélation, les homogénats sont centrifugés 20 min a 10000g/4°C. Les surnageants
sont récupeérés puis aliquotes et conservés a -20 C°, jusqu’a utilisation (Blandizzi et al.,
2005).

11.3.2. Dosage des protéines

La concentration des protéines hépatiques  est mesurée par la méthode
colorimétrique de Bradford. Cette méthode est basée sur I’interaction du bleu de
coomassie G250 avec les protéines, formant un complexe de couleur bleu qui absorbe
fortement a 595 nm.

La concentration protéique est proportionnelle a I’intensité de 1’absorption, elle est
déterminée a partir d’une courbe étalon établie au préalable avec la protéine BSA
(Bovine Serum Albumin) a 0.1% (Bradford, 1976).

11.3.3. Dosage des marqueurs de stress oxydatif

Nous avons recherchés deux marqueurs biochimiques du stress oxydatif, a partir des
homogénats de tissus hépatique en dosant:

- Un marqueur pro-oxydant : le malondialdéhyde (MDA), marqueur de la

peroxydation lipidique.

- Un marqueur antioxydant : la catalase (CAT), enzyme du systéeme antioxydant

enzymatique cellulaire.
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11.3.3.1. Dosage du taux de malondialdéhyde (MDA)

Le malondialdehyde (MDA) est un index direct de la peroxydation lipidique. La
méthode est basée sur la détermination, par spectrophotométrie a 532nm, de I’intensité
de la couleur rose produite aprés réaction de deux molécules d’acide thiobarbiturique
(TBA) avec les peroxydes lipidiques ou les espéces réactives de TBA (TBARS) entre
autre le MDA (Lefévre et al., 1998).

100 puL d’homogénat hépatiques sont ajoutés a un mélange réactionnel contenant:
375ul d’acide acétique 20% pH 3.5, 375ul d’acide thiobarbiturique (TBA) a 0.8%,
50uL de sodium dodecylsulfate (SDS) a 8,1%. Le volume réactionnel est complété a 1.0
ml avec de I’eau distillée est incubé a 95°C pendant 1heure (Ohkawa et al.,1979).

La réaction est arrétée par un refroidissement rapide (bain glacial) et une
centrifugation & 3000g pendants 10 min et a 4°C. La densité optique est mesurée a 532
nm et les résultats sont exprimés en nmoles/mg de proteine (Ohkawa et al., 1979).
11.3.3.2. Dosage de ’activité catalase

La catalase est une enzyme ubiquitaire localisée dans les peroxysomes et dans le
cytosol (Aebi, 1984).Elle catalyse la réaction de décomposition du peroxyde
d’hydrogéne en eau et oxygene (Jevva et al., 2015).

Le dosage de lactivité catalase a été effectué, par suivi de la cinétique de
transformation du peroxyde d'hydrogéne (H202) en eau et oxygene (Hidalgo et al.,
2006).

10uL d’homogénat tissulaire sont mélangés a 990 pL. de tampon phosphate S0mM,
pH 7.4. La réaction est déclenchée par I’addition de 500 puL d’H20.a 30 mM. La
cinétique de la réaction est suivie pendant 2 min a 25°C. L’activité¢ de la catalase est
mesurée par une diminution de ’absorbance a 240nm (Aebi, 1984).

L’activité catalase est exprimée en Unité par min et par mg de protéines (U/min/mg
de protéines) (Aebi, 1984).

Une unité de catalase correspond a K/6,93x103-. K = (2,3/t) (log A1/A2) out : temps
en seconde ; Al : Absorbance a temps zéro et A2 : Absorbance a 2 minutes.

11.4. Etude hématologique par FNS et frottis sanguin

L’hémogramme ou numération-formule sanguine (NFS) est un examen
hématologique qui permet d’obtenir une évaluation quantitative (numération) et
qualitative (formule) des éléments figurés du sang : les globules blancs, les globules
rouges et les plaquettes (Cloutier et al., 2014).

Il est souvent requis devant une suspicion d’anémie, une altération de 1’état géneral,

en cas d’hémorragie, de thromboses, d’infection persistante ou de cancer. Il est aussi
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prescrit dans le cadre de la surveillance d’un traitement médicamenteux (Berthélemy,
2014).L’hémogramme a été réalis¢ a I’aide d’un automate.

L’étude fine des Formules sanguines a été faite au microscope aprés coloration au
May-Grindwald-Giemsa (MGG).

Une goutte de sang, prélevé sur tube EDTA, est étalée uniformément sur une lame de
verre, de maniére a obtenir une seule couche de cellules. Le frottis est ensuite seché
rapidement & l'abri des poussieres. 1l est ensuite fixé par May-Griinwald pendant 3 min
puis coloré par Giemsa pendant 15 min et lavé a I’eau courante. Les lames sont séchées
puis observées au microscope grossissement Gx100, Gx400 et Gx1000.

I1.5. Etude histologique

L’¢tude histologique a été réalisée sur le foie, la rate et le mésentére. Les foies et les
rates des souris furent découpés puis fixes dans du formol tamponné a 4% pendant 24h.
Les piéeces (foie et rate) ont été déshydratées par passage successifs dans des bains
d’alcools a degrés croissants (70°, 90° et 100°) suivis d’un bain de toluene.

Des blocs ont été confectionnés, apres imprégnation des fragments fixés a la
paraffine. Des coupes de Sum d’épaisseur ont ¢été faites a 1’aide d’un microtome
(Américain Optical) et colorées a I’hématoxyline-éosine (H-E) (Martoja et Martoja.,
1967).

Le mésentere fixé dans du formol a 4% pendant 24h est lavé a I’aide d’une solution
de PBS (phosphate-buffered saline) pH 7.4. 1l est étalé sur lame puis coloré a I'H-E.

Les photos ont été prises a 1’aide d’un microscope muni de caméra numérique. Les
protocoles histologiques sont décrits en détail dans I’annexe 111.

11.6. Etude statistique

Les resultats sont exprimés en moyenne + SEM. Le logiciel GraphPad Prism v. 6.0 a
été utilisé pour analyser les données.

Le test ANOVA unidirectionnel avec un test post hoc de Tukey est utilisé pour
comparer les différences entre les groupes expérimentaux, avec p<0,05 étant considéré

comme statistiqguement significatif.
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Chapitre 111 Résultats et Discussion

Notre travail s’inscrit dans le cadre d’une recherche fondamentale des mécanismes
physiopathologiques du sepsis dans le but de développer une thé&apie efficace. Pour ce
faire nous avons éaboréun modéle murin de sepsis polymicrobien. L’interprétation et

la discussion des ré&ultats se feront comme suit:

- Nous déterminerons I’implication du stress oxydatif et de la réponse inflammatoire

dans les alté&ations hépatiques induites par sepsis.

- Ensuite, nous éudions les alté&ations histologiques induites par sepsis dans le foie,

la rate et le mé&entere.

- Enfin, nous rechercherons I’effet de la curcumine sur le stress oxydatif, la réponse

inflammatoire et les dommages histologiques induits par sepsis.

11.1. Ré&ultats
111.1.1. Effet du sepsis et de la curcumine sur le poids des souris et des organes (foie,
rate)

La perte du poids peut étre le signe d’une maladie sous-jacente parfois grave telle
que les maladies infectieuses dont le sepsis. Cette perte de poids pourrait &re expliqué
par la forte demande d'énergie exercée sur l'organisme pour combattre 1’agent
pathogene.

La variation du poids des souris a &&suivie par des pesees avant et apres traitement
des souris soumis aux diffé&ents protocoles pharmacologiques. Le foie et la rate ont &é&
&alement pesés aprés sacrifice. Les ré&ultats sont illustrés dans les figures 9 et 10.
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Figure 9. Effet des diffé&ents traitements sur le poids des souris NMRI albinos.
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Les ré&ultats de notre éude montrent que le poids des souris contrde reste inchangé
apres 24h alors qu’on observe une légere diminution non significative chez les souris
septiques et septiques traités ala curcumine (Figure 8). Nos ré&ultats sont diffé&ents des
travaux de Rozenberg et al. (2006) et Rahim (2009) dans d’autres modéles de sepsis,

et qui ont dénontréune diminution du poids des animaux septiques.
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Figure 10. Effet des diffé&ents traitements sur le poids du foie et de la rate. A : ratio

poids des foies / poids des souris. B : ratio poids de la rate/ poids des souris.

L’hépatosplénomégalie résulte de 1’association d’une hépatomégalie (hypertrophie
du foie) et d’une splénomégalie (hypertrophie de la rate).L hépatosplénomégalie est le
signe d’une pathologie sous-jacente comme : les maladies infectieuses, la cirrhose, la

leucénie ou le lymphome, ou I’anémie hémolytique,...etc.

Dans notre travail nous avons évaluéles ratios du poids des organes (foie et rate) par
rapport aux poids des animaux, comme marqueurs d’hépatosplénomégalie. NoS résultats
ne montrent aucun changement de poids des organes foie et rate chez les souris

septiques et septiques traité&s ala curcumine comparés aux souris contrde (Figure 10).

Ces ré&ultats pourraient &re expliqués par la difféence des modées et du déai de

traitement qui éait court (24h) mais suffisant pour induire un sepsis.

L’absence de I’héatomegalie, apres 24h de sepsis, pourrait &re expliqué par la

grande capacité de regeéne&ation du foie en plus de sa capacité de résistance aux
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agressions et qui né&sessiterait probablement plus de 24h pour apparaitre (Strnad et al.,
2017 ; Sun et al., 2020).

111.1.2. Effet macroscopique du CLP et du traitement ala curcumine sur le
Ceaecum des souris NMRI albinos

Nos résultats montrent que les souris ayant subis une CLP pré&entent une né&rose
ischémique cacale qui désigne la diminution de I’apport du sang arté&iel riche en

oxygene acause de la ligature. L hypoxie provoque la mort des cellules (Figure 11B).

Le traitement par la curcumine réluit la né&rose ischénique ceecale induite par CLP

chez les souris NMRI albinos (Figure 11C).

A, NS : racin :’ .4 ¥ B
Figure 11. Le sepsis induit par CLP se traduit par une néerose ceecale réluite par le

traitement &la curcumine. A : contrde, B : CLP, C: CLP + Curcumine. Fléhe rouge :

caecum.

Des études ont démontré I’effet de la curcumine dans la protection contre I'ischénie
d’organes tels que le foie (Bavarsad et al., 2018),le cceur (Yeh et al., 2005) , et les
reins (Shahed et al., 2001). Cet effet protecteur a && principalement attribué aux
propriéés antioxydantes de la curcumine (Sahebkar et al., 2015) et a I’inhibition de la

réponse inflammatoire médiée par les réeepteurs TLRs (Wang et al., 2017).

111.1.3.Effet du sepsis et de la curcumine sur le taux de MDA hépatique
Le taux de MDA héatique, marqueur de peroxydation lipidique, est repré&enté

dans la figure 12.
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Figure 12. Taux de malondialdéhyde hépatique chez les souris NMRI albinos.
***pP<(0.001 vs lot contrde; ##P<0.01 vs lot CLP.

Le taux basal de MDA hépatique est de 0,43140,010 nmoles/mg de prot chez les
souris contrde. Ce taux augmente significativement de 39,2% et atteint 0,600240,020
U/min/mg de proté&ne chez les souris septiques (Figure 12). Nos réultats sont
similaires aceux de plusieurs travaux relisé&s dans diffé&ents moddes animaux de
sepsis (Ritter et al., 2013 ; Savcun et al., 2013).

Le traitement par la curcumine diminue le taux de MDA aux taux contrde, il est de
0,42140,020 nmoles/mg de prot (Figure 12).

Le sepsis est caracté&isépar un stress oxydatif, résultant d'un dé&é&juilibre entre les
oxydants en faveur d’une surproduction de ROS. La premicre cible des ROS sont les
lipides, notamment ceux présents dans les membranes cellulaires et subcellulaires. Les
membranes riches en acides gras polyinsaturé& (AGPI) sont trés sensibles al'oxydation

en raison de leur degrédevéd'instauration (Hulbertl, 2005 ; Pamplona et al, 2000).

L'oxydation des lipides géné&e des peroxydes lipidiques qui induisent une
modification de la fluidit& de la permébilitéet de I'excitabilitédes membranes (Hong
et al, 2004). Elle fournit éalement une grande varié&é&de produits qui peuvent reagir
avec les proté@nes et I'ADN (Marnett, 1999). Parmi les produits formé& lors de la

peroxydation lipidique, le malondialdényde (MDA).

La peroxydation des phospholipides membranaire permet la lib&ation de MDA dans

I'espace extracellulaire et finalement dans le sang; il a donc é&é utilisé comme
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biomarqueur efficace de I'oxydation des lipides (Draper et Hadley, 1990 ; Dalle-
Donne et al., 2006). Il a @é&dénontréque le taux de MDA sé&ique pourrait &re utilisé
comme un marqueur de mauvais pronostic chez les patients atteints de sepsis et un
pr&licteur de mortalitédes patients (Lorente et al., 2013 ; Toufekoula et al., 2013 ;
Weiss et Deutschman., 2014 ; Lorente, 2015).

La curcumine neutralise les ROS et prévient la peroxydation lipidique (Farzaei et al.,
2018). La curcumine pourrait éalement supprimer le stress oxydatif induit par le CLP
via une r&ulation ala hausse de l'activitédes enzymes anti-oxydantes dont la SOD

(Sompamit et al., 2009) et la catalase (Su et al.,2004).

111.1.4. Effet du sepsis et de la curcumine sur ’activité catalase héoatique

Les résultats du dosage de I’activitécatalase hépatique sont représentés dans la figure

13.
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Figure 13.Activitécatalase héatique chez les souris NMRI albinos. ***P<0.001 vs lot
contrde; #P<0.05vs lot CLP.

L’activité catalase basale hépatique é&ait de 135,06%2,2 U/min/mg de prot chez les
souris contrde. Elle diminue de 26,22% et atteint 99,945,1 U/min/ mg proténes chez

les souris septiques (Figure 13).

La curcumine restaure I’activité catalase aux taux controle et qui est de 119,543,7

U/min/mg de prot (Figure 13).
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La catalase est une enzyme anti-oxydante qui catalyse la dégradation du peroxyde
d’hydrogeéne, un dangereux ROS ayant la capacité de traverser les membranes et

d’oxyder différentes molécules, protéines, lipides, glucides et ADN.

La diminution de I’activité catalase pourrait indiquer un éat de stress oxydatif
instaurélors du sepsis. Ces résultats sont en accord avec diffé@ents travaux effectués sur

diffé&ents modées animaux de sepsis (Singh et Sharma., 2011 ;Zhong et al., 2016).

De méne, il a @édénontréque le taux de catalase s&ique diminue chez les patients
septiques indiquant une baisse de la barriée anti-oxydante en faveur d’un stress
oxydatif (Kumar et al., 2018).

Le dosage des activités des enzymes antioxydantes SOD et catalase pourrait &re
considéé& comme un marqueur de mauvais pronostic chez les patients septiques
(Molina et al., 2017 ; Kumar et al., 2018).

111.1.5. Effet du sepsis et de la curcumine sur le taux de proténes héoatiques
Les résultats du dosage des taux proté@ques hépatiques sont représentés dans la figure
14,
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Figure 14.Taux de proté@nes héatiques chez les souris NMRI albinos.

Les ré&ultats de notre &ude montrent une lé&gé&e diminution non significative de taux
de proté@ne hépatique chez les souris septiques et septiques traité&s ala curcumine
(Figure 14).
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111.1.6. Effet du sepsis et de la curcumine sur le taux d’érythrocytes et plaguettes
sanguins
Les ré&ultats du dosage des taux d’érythrocytes et de plaquettes sanguins, marqueurs

de thrombose, sont représentés dans la figure 15.
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Figure 15.Taux d’érythrocytes et de plaquettes sanguins chez les souris NMRI albinos.
A taux d’érythrocytes sanguins, B : taux de plaquettes sanguins. ***P<0.001 vs lot

contrde.

Les taux basaux respectifs d’érythrocytes et de plaquettes étaient de
7,6820,27x10'2/L et de 656,53-2,59x10°%L, chez les souris contrde (Figure 15).

Le taux d’érythrocytes reste inchangé alors que le taux de plaquettes diminue de 80,7%
chez les souris septiques (Erythrocytes : 6,97+1,38 x10%?/L ; plaquettes : 126,5 #12,99
x10%L) (Figure 15).

Le traitement par la curcumine ne restaure pas le taux d’érythrocytes et de plaquettes
et qui demeurent comparables aceux des souris septiques (Erythrocytes : 5,4240,82
x10%?/L ; plaquettes : 182447,34 x10%L) (Figure 15).

La coagulation sanguine constitue un des sympt@nes du syndrome septique
caract&isé par une diminution du taux des plaquettes sanguins. Cette thrombopénie
pourrait indiquer la pré&ence thromboses veineuses ou art&ielles de diffé&ents organes

résultant de l'activation plaquettaire (Vardon et al., 2015 ;Stark et al., 2021).
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Nous n’avons pas noté dans cette étude de diminution du taux d’érythrocytes chez les
souris septiques alors que dans d’autres travaux basés sur d’autres modeles de sepsis
une é&ythropé&ie a é&ée observee (Oguz et al., 1998 ;Markwart et al., 2014). Ceci

pourrait &re expliquépar la diffé&ence des moddes éudiés et du temps de sacrifice.

I11.1.7. Effet de sepsis et de la curcumine sur le taux de leucocytes et de
lymphocytes sanguins

Les ré&ultats du dosage des taux de leucocytes et de lymphocytes sanguins,

marqueurs d’inflammation, sont représentés dans la figure 16.
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Figure 16. Taux de leucocytes et de lymphocytes dans le sang. A : taux de leucocytes
sanguins. B, taux et pourcentage de lymphocytes sanguins. *P<0.05,***P<0.001 vs lot
contrde; ###P < 0.001 vs lot CLP.

Les taux respectifs de leucocytes et de lymphocytes des souris contrde éaient de
6,940,03 x10%L et de 3,740,0001 x10%L (Figure 16). Les souris septiques présentent
une leucopénie et une lymphopénie traduites par une diminution de 54,7% et 50% des
taux de leucocytes et de lymphocytes respectivement. Les taux respectifs de leucocytes
et de lymphocytes éaient de 3,1540,7 x10%Let (1,8520,5 x10%L) chez les souris
septiques. Né&nmoins, le pourcentage des lymphocytes augmente significativement

chez les souris septiques comparéss aux souris contrdés (Figure 16).

Le traitement par la curcumine a restauré le taux de leucocytes alors que le
pourcentage des lymphocytes a diminué pendant que le taux de lymphocytes reste

inchangécompareéaux souris septiques (Figure 16).

Ces r&ultats ne corroborent pas avec ceux du frottis sanguin qui montrent une

augmentation du taux de leucocytes chez les souris septiques comparé& aux souris
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contrde (Figure 17C-F). Les frottis sanguins des souris septiques montrent une
activation des leucocytes qui se manifeste par une augmentation de la taille des cellules
telle que les neutrophiles et les monocytes (Figure 17C et E) et une dégranulation des
granulocytes, une déormabilitédes &ythrocytes et 1’apparition des amas plaquettaires
(Figure 17C et F). La curcumine ré&luit le nombre de leucocytes aux taux similaires aux
contrdes, la déformabilitédes éythrocytes et les amas plaquettaires (Figure 17G-I).
On observe une activation reluite des leucocytes et un taux de granules ré&luit comparé
aux frottis des souris septiques (Figure 17H et 1).

Cette discordance entre les réultats de FNS et de frottis sanguins pourrait &re
expliqué par des réultats erronés de I’FNS. Ainsi, des erreurs faites par 1’automate
d’hématologie, une mauvaise conservation de I’échantillon durant le transport ou une

coagulation partielle non déectée pourraient entramer des réultats erronés.

de souris contrde. D (Gx400), C, E et F(Gx1000): frottis des Souris septiques. G
(Gx400) et H et I (Gx1000): frottis de souris septiques traités par la curcumine. D :
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Déranulation, G : Granulocyte, L: Lymphocyte, M: Monocyte, PN: Polynuclé&ire
neutrophile.

111.1.8. Etude histologique

Durant notre &ude nous avons r&liséune éude histologique par une coloration a

I’hématoxyline-édsine des trois organes : le foie, la rate et le mé&entére.

111.1.8.1. Effet du sepsis et de la curcumine sur I’histologie de foie
L’architecture du tissu hépatique des souris contrde est homogéne sans Ié&ion
tissulaire ou modification structurelle. Les héatocytes sont arrangés en traves aplaties,

les sinusodes sont en disposions radiaire (Figures 18 et 19).

Le foie des souris septiques pré&entent une Cholestase qui se manifeste par amas de
bile dans les canalicules intra-héatocytaire, une dilatation des sinusodes héatique,
une activation des cellules de Kupffer et une hypertrophie des noyaux des héatocytes
éaient hypertrophié (Figure 21).0n note également une infiltration leucocytaire
(Figure 22) et une stétose hépatique non alcoolique aigué&qui se caract&ise par une
accumulation de lipides dans les hépatocytes donnant & ces derniers une image

caractéistique, é&oquant des bulles translucides (Figure 20).

Le traitement par la curcumine réluit les dommages induits par sepsis par la
prévention de la formation des amas de bile, I’accumulation de lipides dans les
hépatocytes, I’infiltration leucocytaire ainsi que par la diminution de I’hypertrophie des

cellules de Kupffer et I’élargissement des sinusodes (Figure 23 et 24).
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Figure 19.Micrographiec d’une coupe transversale du foie de souris contrdle.

Coloration HE (Gx400).
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Figure 20. Micrographie d’une coupe transversale du foie de souris Septique.

Coloration HE (Gx400). Stétose héatique non alcoolique aigué&

Figure 21.Micrographic d’une coupe transversale du foie de souris septique.

Coloration HE (Gx1000). C : cholestase, K : cellules de Kupfer, N : noyau volumineux,
S : sinusodes hépatique.
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Figure 22. Micrographie d’une coupe transversale du foie de souris septique.

Coloration HE (Gx1000).1 : infiltration leucocytaire.

X I A

Figure 23.Micrographie d’une coupe transversale du foie de souris septique traitées

par la curcumine. Coloration HE (Gx400).Pas d’infiltration leucocytaire.
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Figure 24. Micrographie d’une coupe transversale du foie de souris septique traités
par la curcumine. Coloration HE (Gx1000).

111.1.8.2. Effet du sepsis et de la curcumine sur I’histologie du mésentére

Le mé&entére est une membrane fine richement vascularisé& contenant des ganglions
mésentériques, ce qui nous permet une meilleure observation de [Dinfiltration

leucocytaire p&itonéle au cours de I’inflammation aigué induite par CLP.

Le mé&enté&e des souris NMRI albinos (Figure 25A-C) montre une architecture
normale faite essentiellement de fibroblastes. Le mé&entée des souris septiques montre
des signes d’une inflammation aigué caractérisée par une activation des fibroblastes
(Figure 25D) et une importante infiltration leucocytaire, principalement des

polynuclé&ires neutrophiles (Figure 25E et F).

Les neutrophiles préctivées par les signaux pro inflammatoires (cytokines,
chénmokines et facteurs chimioatractants) émis par la paroi abdominale aprés
inflammation du pé&itoine (pé&itonite) par CLP, adhérent a I’endothélium vasculaire,
puis atteignent le site inflammatoire par extravasation et diap&lése. Au site
inflammatoire, les neutrophiles vont phagocyter et déruire les particules bact&iennes

par bactéricidie et exocytose d’enzymes lytiques.
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Le traitement des souris septiques par la curcumine réduit I’infiltration leucocytaire

et ’activation des fibroblastes chez les deux souches NMRI albinos (Figure 25G-1).

~

Figure 25. Micrographie du meéentee des souris NMRI albinos. Coloration a

I'hnématoxyline et de I'éosine HE. A (Gx400), B et C(Gx1000): Mé&enté&e de souris
contrde. D (Gx400), E et F(Gx1000): Mé&enté&e de souris septiques. G (Gx400), H et
I(Gx1000): Mésentere de souris septiques traitées par la curcumine. F:Fibroblaste, L :

Leucocytes, PN: Polynuclé&ire neutrophile.

111.1.8.3. Effet du sepsis sur ’histologie de la rate

Pour des raisons techniques, nous allons vous préenter dans ce qui suit des réultats

incomplets de I’histologie de la rate.

Les coupes histologiques de la rate des souris contrde montrent architecture normale
avec pulpe blanche faite de follicules lymphoides centrés d’une artériole et entourés par

la pulpe rouge faite de sinus (Figure 26A-C).

Les coupes histologiques de la rate des souris septiques montrent une architecture
riche en cellules comparé au contrde. La pulpe blanche est faite de follicules
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lymphodes plus larges tandis que la pulpe rouge pré&ente une infiltration massive de

polynuclé&aires et de macrophages (Figure 26D-F).

Figure 26.Micrographie de coupes transversales de la rate des souris NMRI albinos.
Coloration al'hénatoxyline et de I'éosine HE. A (Gx100), B (Gx400), et C (Gx1000):
rate de souris contrde. D (Gx100), E (Gx400), et F(Gx1000): rate de souris septiques.
L : Leucocytes, PN: Polynucléire neutrophile, PB : Pulpe blanche faite de follicules

lympho™des plus larges, PR : une pulpe rouge plus cellulaire.

I11.2. Discussion

Dans la pré&ente éude nous avons démontré I’implication du stress oxydatif dans les
alté&ations hépatiques induites par le sepsis. Ce stress oxydatif est caract&isépar une
augmentation de marqueurs pro-oxydants (MDA) et une diminution d’anti- oxydant
(catalase).

Le foie est la plus grosse glande du corps humain et joue un rde central dans
I'noméstasie mé&abolique et immunologique. Cet organe est responsable de plus de 200
fonctions, telles que la déoxification, le stockage, la production d'éergie, la conversion
des nutriments, I'éuilibre hormonal et la coagulation. Ces fonctions physiologiques
importantes font du foie un organe critique pour la survie de I'h&e aprés une alté&ation
grave telle que le sepsis. Des é&udes ont montré que le dysfonctionnement et
I'insuffisance hépatiques constituent des complications graves du sepsis qui contribuent
directement ala progression de la maladie et ala mort (Yan et al., 2014).
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Le dysfonctionnement hépatique survient souvent au début du sepsis par exemple
chez les animaux il survient genéalement aprés 1h30 post-CLP et aprés moins de 24h
de I’apparition de la maladie chez les patients (Recknagel et al., 2012).

Au cours du sepsis, non seulement l'infection elle-mé&me, mais aussi la réonse
inflammatoire excessive, et le dysfonctionnement microcirculatoire sont responsables
de I’atteinte hépatique (Woznica et al., 2018).

Le foie est un organe parenchymateux composé de 3 types de cellules : les
hépatocytes, les cellules de Kupffer et les cellules endoth@&iales sinusoales hépatiques.
L’interaction de ces cellules et des cellules immunitaires avec les bact&ies ou leurs
constituants initie une réponse inflammatoire hépatique et systémique a 1’origine des

dommages cellulaires hépatiques (Woznica et al., 2018).

Les PAMPs ou les MAMPs (microbe-associated molecular patterns) ou méne les
DAMPs (Damage or danger-associated molecular patterns) activent les ré&epteurs
PRRs (TLRs) induisant ainsi plusieurs voies de signalisation, impliqués dans la

réponse inflammatoire (Vijay, 2018 ; Kumar et al., 2020).

Le NF-xB constitue un facteur de transcription cléde la réonse inflammatoire,
induite au cours du sepsis. Il régule I’expression de plus de 200 génes tels que des
cytokines pro- inflammatoires (TNF-a, IL-1B), des chimiokines (IL-8), des molé&ules
d’adhésion (ICAM-I, VCAM-1), des enzymes pro-oxydantes (iNOS, Cox-2), des
enzymes antioxydantes (SOD, GPx), des molé&ules anti-apoptotiques (Bcl2) et des

facteurs de coagulation (facteur tissulaire) (Leentjens et al., 2013).

Certains de ces produits participent a I’amplification de la réponse inflammatoire. En
effet, les cytokines pro-inflammatoires (IL-1p, et TNFa), exercent un feedback positive
sur la voie NF-kB intensifiant ainsi la réponse inflammatoire et conduisant a 1’état

hyperinflammatoire caractéistique du sepsis (Liu et Malik., 2006).

Le systane immunitaire tente de ré&ablir cette réonse hyper-inflammatoire ddé&ee
et d’¢liminer D’agent pathogéne, par activation du systtme immunitaire inné,
accumulation de neutrophiles et de macrophages, sé&réion de cytokines, recrutement
des lymphocytes T et B, et formation d'anticorps (ldell, 2012 ; Chen et al., 2014 ;
Wang et al., 2019).

Né&nmoins, cette réonse cause encore plus de dommages collaté&aux hépatiques

entramant ainsi une anergie des mé&anismes de défense de I'hGe, des I&ions héatiques
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et une défaillance héatique et enfin une mortalité(Yan et al., 2014 ; Woznica et al.,
2018).

Paralldement & la réonse inflammatoire, un stress oxydatif s’installe. Le stress
oxydatif influence les meéanismes mol&ulaires qui contrdent lI'inflammation et causent

directement des I&sions tissulaires (Kvietys et Granger., 2012; Bedreag et al., 2015).

En effet, ’activation des cellules immunitaires et des cellules Kupffer lors du sepsis
conduit ala lib&ation des cytokines TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-12 et IL-18,des ROS, du
monoxyde d’azote (NO), et une infiltration du foie par les neutrophiles. Les
Neutrophiles activéss produisent encore plus de ROS/RNS et de cytokines, dans le but
d’éliminer le pathogeéne (Doi et al., 1993 ;Woznica et al., 2018).

Les ROS/RNS et les cytokines lib&ees amplifient la réonse inflammatoire, et
endommagent les constituants cellulaires (ADN, lipides, proténes) conduisant ades
I&ions cellulaires et &des dommages hépatiques ((Zhong et al., 2016 ;Woznica et al.,
2018).

En outre, les ROS/RNS activent le facteur de transcription NF-kB et amplifient ainsi

la réonse inflammatoire et le stress oxydatif (Rubattu et al., 2019).

Nos réultats suggérent &jalement le rde de la curcumine dans I’inhibition de la
réponse inflammatoire, du stress oxydatif et des alté&ations hépatiques.

En effet, la curcumine est une molé&ule pléotrope avec un effet anti-inflammatoire,
anti- oxydant et anti-apoptotique. La curcumine neutralise les ROS et ré&ule la réponse
anti- oxydante Nrf2-dépendante (Hombourger, 2010; Karimi et al., 2019). En outre, la
curcumine réprime la réponse inflammatoire dépendante du NF-«kB, rétablie
I’homéostasie mitochondriale, et ré&luit les dommages hépatiques sepsis-déendants
(Figure 23) (Linnik et al., 2017; Li et al., 2019).

Toutefois, malgréles preuves prometteuses des effets thé&apeutiques de la curcumine
sur le syndrome septique, d'autres éudes semblent neéessaires pour éudier son effet et

ses mezanismes d'action possibles chez des patients septiques.
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Figure 27. Schémna re&apitulatif de certains méanismes mol&ulaires ala base des
effets anti-inflammatoires, antioxydants de la curcumine dans 1’altération hépatique

induit par sepsis.

Page 39



S

Conclusion




Conclusion et Perspectives

L’ensemble des résultats de notre travail suggere :

L’implication du stress oxydatif dans les altérations hépatiques induites par sepsis
caractérisé par une augmentation des marqueurs pro-oxydants (MDA), une diminution de
marqueur antioxydant enzymatique (catalase).

Ce stress oxydatif est associé a réponse inflammatoire excessive caractérisée par une
infiltration leucocytaire hépatique, des dommages oxydatifs hépatiques, une cholestase,

stéatose hépatique non alcoolique aigué, dilatation des sinusoides hépatique.

En outre I’activation de la réponse immuno-inflammatoire est caractérisée par une forte

infiltration leucocytaire dans le mésentere et la rate des souris septiques.

La curcumine prévient le stress oxydatif et rétabli la balance redox, inhibe la réponse

inflammatoire et exerce un effet immuno-régulateur chez les souris septiques.

L’ensemble de nos résultats ouvrent des perspectives trés prometteuses quant a 1’utilisation
thérapeutique de la curcumine comme traitement du sepsis. En outre, nous affirmons le role

clé du stress oxydatif dans la physiopathologie du sepsis.
En perspectives, il serait intéressant de :

- Etudier I’effet de la curcumine sur la mortalité induite par sepsis en utilisant un modele de

CLP Iétale.
- Elucider les mécanismes par lesquels la curcumine exerce son effet immuno-régulateur.
- Rechercher des paramétres de diagnostic précoce du sepsis.

- Etudier I'implication du stress oxydatif et I’effet de la curcumine chez des patients

septiques.

- Rechercher d’éventuelles corrélations entre les parametres du stress oxydatif, le

dysfonctionnement d’organes et le pronostic des patients septiques Algériens.
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Annexes:

Annexe 1 :

Tableau I. Les scores SOFA (the Sequential Organ Failure Assessment). Adapté de Singer et
al (Singer et al., 2016).

Systéme Paramétre Score
0 1 2 3 4
Respiratoire Pa0,/FIO, (mmHg) =400 <400 <300 <200 avec <100 et
assistance assistance
ventilatolre ventilatolre

Coagulation Numération 2150 <150 <100 <50 <20
plaguettaire (G/L)

Hépatique Bilirubine, mg/l. <12 (<20) 12-19(20-32)  20-59(33-101)  60-119(102-204) > 120 (204)
(mmaol/L)

Cardiovasculaire  (Posologiesde  MAP=70mmHg  MAP <70 mmHg Dopamine<5ou  Dopamine5,1-15  Dopamine > 15 ou
catéchalamines dobutamine ou adrénaline adrénaline »0,1
en pa/kg/min, <0,1ou ol noradrénaline
pendant au moins noradrénaline  >0,1
1h) <01

Neurologique  Echelle de 15 13-14 10-12 6-9 <b
Glasgow

Rénal Créatinine, mg/ll <12 (110) 12-19110-170) ~ 20-34(171-299)  35-49 (300-440) <50 (440)
(pmol/L)

Diurése (mL/jour) <500 <200

FI102, fraction de I'oxygene inspire (Fraction of inspired oxygen). MAP, moyenne de
pression artérielle (Meanarterial pressure), Pa02, Pression partielle d'oxygene (partial

pressure of oxygen).



Tableau II: Récepteurs TLRs chez I’homme et agonistes (Lemarié et al., 2020).

Tableau 1  Reconnaissance des motifs microbiens par les récepteurs TLRS et Nods.
Récepteur Motif moléculaire (Mamp) Pathogéne
TLR1 Triacyl lipopeptides Bactéries, mycobacteries
TLR2 Lipoprot&ines Bactéries
Acide lipoteichoique Bactéries a Gram positif
Lipoarabinomannane Mycobactéries
Glycolipides Spirochétes
Iymosan Levures
Protéines virales Herpes simplex virus
LPS « atypique » Porphyromonas gingivalis
TLR3 dsRNA Virus
TLR4 LPS « classique » Bactéries a Gram négatif
TLRS Flagelline Bactéries flagellées (S. typhimurium, Pseudomonas aerugingsa)
TLRé Acide lipoteichoique Bactéries a Gram positif
Diacyl lipopeptides Mycoplasmes
TLRY SSRNA Yirus
TLR8 SSRNA Virus
TLR9 ADN {CpG non méthylés) Bactéries, virus, Mycobacterium tuberculosis
TLR10 ! !
Nod Peptidoglycane (résidu Dap) Bactéries a Gram négatif
Nod2 Peptidoglycane (résidu MOP) Bactéries a Gram négatif et positif



Annexe 2

o Matériel non biologique

Appareillages :

Balance de précision Vortex Centrifugeuse Autoclave

Homogénéisateur Plaque chauffante PH métre Microscope optique

Spectrophotometre UV-visible



Annexe 3

Etude histologique par coloration standard a hématoxyline-éosine

A. Fixation

La fixation consiste immerger le tissu dans du formol tamponné a 4% dans le but de
conserver les structures a I’état le plus proche du vivant et de s'opposer a l'autolyse tissulaire.
Les structures sont figées et les antigénes immobilisés in situ, afin qu’ils ne soient pas altéré
par les différents bains réactionnels. Cette étape doit se faire immédiatement apres le
prélevement pour éviter [P’autodigestion des tissus et la contamination par des
microorganismes. Les fragments tissulaires sont mise dans des casettes en plastiques puis
fixées dans du formol tamponné pendant 24 heures.
B. Déshydratation et inclusion

L’inclusion a pour but de permettre la réalisation de coupes fines et régulieres. Le milieu
d’inclusion le plus utilisé est la paraffine. Comme la paraffine est hydrophobe, le prélévement
doit d’abord subir une déshydratation par immersion dans des bains d’éthanol (le fixateur est
¢liminé) de degré croissant 70°, 80°, 95°, et 100° puis dans des bains de solvant miscible a la
paraffine comme le toluéne ou le xyléne (I’alcool est éliminé). Le prélévement est ensuite
inclus dans la paraffine fondue par chauffage pendant 3h. La paraffine infiltre et enrobe les
tissus et leur donne une consistance solide nécessaire a la confection des coupes histologiques
fines. Ces étapes sont automatisées dans un appareil de déshydratation et d’imprégnation

(LEICA) et sont résumés dans le tableau IV.

Tableau III. Circuit de la batterie de déshydratation et d’imprégnation du tissu a la paraffine.

Etapes Réactifs Durée
Fixation Formol tamponné a 4% 1h
Déshydratation 1 bain d’éthanol 70° 6h

1 bain d’éthanol 80° 6h

1 bain d’éthanol 95° 6h

3 bains d’éthanol 100° 6h x3
Inclusion 3 bains de xyléne 3h x3

3 bains de paraffine 3hx3

Une fois totalement imprégné, le tissu est placé dans un moule contenant de la paraffine
fondue (portée a 56/58°C), la chaleur provoque I'évaporation du solvant et les espaces ainsi
libérés sont remplis par la paraffine, aprés refroidissement, on procéde alors au démoulage ;

on obtient des fragments tissulaires inclus dans un bloc de paraffine.



C. Coupes histologiques et coloration H-E

Les coupes histologiques sont faites avec un microtome ((LEICA) permettant de réaliser
des tranches de section (coupes) de 2 a 5 um d’épaisseur. Les coupes sont recueillies et
¢talées sur des lames de verre préchauffées au bain-marie a 45°C, puis séchées une nuit a 40-
45°C ou lh a 60°C.

Les coupes histologiques sont colorées a I’hématoxyline-¢osine (H-E), une coloration
topographique qui permet une vue d’ensemble de la morphologie des cellules afin de
déterminer leur répartition, architecture et structure. C’est une coloration bichromatique
composée d’un colorant nucléaire basique, I’hématoxyline, et d’un colorant cytoplasmique
acide, I’¢éosine. L hématoxyline colore les noyaux en bleu violet tandis que 1’éosine colore les
cytoplasmes en rose (Fischer et al., 2008).

Comme les colorants sont en solution aqueuse, les coupes doivent d’abord subir une
réhydratation. Celle-ci est effectuée, apres déparaffinage des coupes (physique a 1’étuve 80°C
pendant 5 min et chimique dans 2 bains de toluéne pendant 3 min), en immergeant les lames
dans des bains d’éthanol de degré décroissant (100°,95°,80°,70°) puis dans I’eau distillée
(Tableau V) (Fischer et al., 2008).

Les coupes sont d’abord colorées par I’hématoxyline pendant 10 minutes puis a 1’éosine
pendant 1 min. Elles sont rincées aprés chaque coloration pour ¢liminer I’excés des colorants

Les lames sont montées pour préserver les colorations. Ils sont déshydratés grace a 3 bains
de d’alcool 100° suivis de 3 bains de toluéne pendant 40 sec chacun, puis des lamelles de
verre sont collées par-dessus (grace a des résines synthétiques Eukit) afin de préserver les
préparations. Les lames ainsi montées peuvent étre conservées pendant plusieurs dizaines

voire plusieurs centaines d'années.

Tableau IV.Etapes de coloration hématoxyline- éosine.

Etapes Réactifs Durée
Déparaffinage Etuve 100°C Smin
3 bains de toluéne 2min x3
Réhydratation 1 bain d’éthanol 100° 2min
1 bain d’éthanol 95° 2min
1 bain d’éthanol 80° 2min
1 bain d’éthanol 70° 2min
1 bain d’eau distillée 2min
Coloration H-E Hématoxyline 10min
Lavage eau 2min
Eosine Imin




Lavage eau 2min

Déshydratation 3 bains d’éthanol 100° 45sec x3

3 bains de Toluéne 45sec x3

D. Observation microscopique
Les lames ont été observées au microscope photonique et interprétées par un médecin

anatomopathologiste.




