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Résumé

Résumé

Le sepsis est un probléeme majeur de santé publique qui est associée a des réponses
exacerbées de I'hdte aux agents infectieux, a un stress oxydatif et a une défaillance des organes.
Malgré les progres thérapeutiques, la mortalité due a cette maladie est encore trop élevée. Le
syndrome de détresse respiratoire aigué (SDRA) est une forme grave de Iésion pulmonaire

aigué (ALI, Acute Lung Injury) qui survient chez 25 & 50 % des patients atteints de sepsis.

Notre travail de recherche présente un intérét fondamental dans la compréhension des
mécanismes complexes de la physiopathologie du sepsis dans le but de développer une thérapie
ciblée. En effet, nous avons d’une part étudiée, a ’aide d’un modele murin de sepsis
polymicrobien, I’implication du stress oxydatif dans les altérations pulmonaires induites par

sepsis, et d’autre part le réle de la mélatonine dans la prévention de ces derniers.

Le sepsis polymicrobien a été induit par une CLP (Cecal Ligation and Puncture) chez des
souris BALB/c. Ces dernieres ont éte traitees par quatre doses de 30mg/Kg de mélatonine. Les
souris ont éte sacrifiées 24h apres traitement et le poumon, la rate et le mésentere ont été preleve

pour une étude biochimique et histologique.

Les résultats du dosage biochimique montrent que le sepsis induit un stress oxydatif dans les
poumons caractérisés par une augmentation du taux de MDA, MPO et NO (marqueurs pro-
oxydants) et une diminution de la catalase et GSH (marqueurs antioxydants). La mélatonine
exerce un effet antioxydant et rétablic I’équilibre de la balance pro-oxydant/antioxydant en

diminuant le MDA, MPO, NO et en augmentant la catalase et la GSH.

Les résultats histologiques montrent des dommages oxydatifs dans les poumons et
I'activation de réponses immunitaires et inflammatoires caractéristiques avec une forte
infiltration leucocytaire dans la rate et le mésentére. La mélatonine prévient les dommages

oxydatifs et inflammatoires causés par sepsis.

Nos résultats ouvrent des perspectives prometteuses pour l'utilisation thérapeutique de la
mélatonine dans le traitement du sepsis. De plus, nous affirmons le role clé du stress oxydatif

dans la physiopathologie du sepsis.

Mots clés : Sepsis, CLP, BALBI/c, stress oxydatif, mélatonine, poumon, inflammation, rate,

mésenteére.



Abstract

Abstract

Sepsis is a major public health problem that is associated with exacerbated host responses to
infectious agents, oxidative stress and organ failure. Despite therapeutic progress, mortality
from this disease is still too high. Acute Respiratory Distress Syndrome (ARDS) is a severe
form of acute lung injury (ALI) that occurs in 25-50% of sepsis patients.

Our research work is of fundamental interest in understanding the complex mechanisms of
sepsis pathophysiology in order to develop a targeted therapy. On the one hand, we studied,
using a mouse model of polymicrobial sepsis, the involvement of oxidative stress in pulmonary
changes induced by sepsis, and on the other hand the role of melatonin in the prevention of

these.

Polymicrobial sepsis was induced by CLP ( Cecal Ligation and Puncture) in BALB/c mice.
The latter were treated with four 30mg/kg melatonin doses. Mice were sacrificed 24 hours after
treatment and the lung, spleen and mesentery were collected for a biochemical and histological

study.

The results of the biochemical assay show that sepsis induces oxidative stress in the lungs
characterized by increased levels of MDA, MPO and NO (pro-oxidant markers) and decreased
catalase and GSH (antioxidant markers). Melatonin has an antioxidant effect and restores the
balance of the pro-oxidant/antioxidant balance by decreasing MDA, MPO, NO and increasing
catalase and GSH.

Histological results show oxidative damage in the lungs and activation of characteristic
immune and inflammatory responses with strong leukocyte infiltration in the spleen and

mesentery. Melatonin prevents oxidative and inflammatory damage caused by sepsis.

Our findings offer promising prospects for the therapeutic use of melatonin in the treatment

of sepsis. In addition, we affirm the key role of oxidative stress in the pathophysiology of sepsis.

Keywords: Sepsis, CLP, BALB/ C, oxidative stress, melatonin, lung, inflammation, spleen,

mesentery.
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ABREVIATIONS



ADN : Acide désoxyribonucléique

ALI: Acute Lung Injury

BSA: Bovin Serum Albumin

CAT : Catalase

CIVD: Coagulation intravasculaire disseminée
CLP: Cecal Ligation and Puncture

COX-2 : cyclooxygenase 2

EDTA : Ethylénediamine-tétraacétique
DAMPs: Damage-Associated Molecular Patterns
FNS : Formule de numération sanguine

GPx: La glutathion peroxydase

GSH : Gluthation

H-E: Hématoxyline Eosine

HMGB-1: high-mobility group box 1 protein
HOCI: acide hypochloreux

H20:: Peroxyde d’hydrogene

ICAM-I : Intercellular adhesion molecule 1
IDO : indoléamine 2,3-dioxygénase

IL-1p : Interleukine -1

IL-8 : Interleukine -8

IL-10 : Interleukine -10

IL-12 : Interleukine -12

IL-18 : Interleukine -18

INFy : interféron gamma

iINOS : Oxyde nitrique synthase inductible
MAMPs : Microbe-associatedmolecular patterns

MDA : Malondialdéhyde



MDSC: Myeloid-derived suppressor cells

MGG: May-Griindwald-Giemsa

MODS : Multiple organ dysfunction Syndrome
MPO : Myéloperoxydase

NF-kB : Nuclear factor-kappa B

NO : Monoxyde d’azote

O2<— : Anion superoxide

e OH : radical hydroxyl

ONOO- : peroxynitrite

PD-L1 : programmed cell death ligand 1

PAMPs : Pathogen-Associated Molecular Patterns
PN : Polynucléaire neutrophile

PRRs : Patterns Recognition Receptors

gSOFA : QuickSOFA

RNS : Reactive nitrogen sepecies

ROS : Reactive oxygen sepecies

SDRA: syndrome de détresse respiratoire aigué
SDS : Dodécylsulfate de sodium

SOD: Superoxyde Dismutase

SOFA : Sequential [sepsis-related] Organ Failure Assessment
SRIS : Syndrome de réponse inflammatoire systémique
TBA : Acide thiobarbiturique

TBARS : Espéces réactives de TBA

TLRs : Toll-like receptors

TNFo. : Tumer necrosis factor a

TNF-Rs : récepteur soluble du TNF.

VCAM-1: Vascular Cell Adhesion Molecule



VCI3: Le chlorure de vanadium
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Introduction

Le sepsis est le terme anglo-saxon et international employé pour caractériser une réponse
inflammatoire généralisée associée a une infection grave. Il constitue un probléeme de santé
publique majeur pour qui les taux de mortalité peuvent atteindre 40% (Singer et al., 2016). 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 ’heure actuelle, un
défi majeur pour les chercheurs afin de définir, diagnostiqué et cerner la physiopathologie de

cette affection et la traiter de maniere appropriée (Laroye et al., 2017 ; Salomao et al., 2019).

Le sepsis est une réponse inflammatoire excessive et délétere pour plusieurs systémes
(redox, immunitaire, coagulation, métabolique ...) et organes (poumon, cceur, foie, rein...)
(Pang et al., 2019 ; Danielski et al., 2020). Le poumon est I'organe le plus vulnérable lors du
syndrome septique. Le syndrome de détresse respiratoire aigué (SDRA), une forme sévere de
Iésions pulmonaires aigués (ALI, Acute Lung Injury), survient chez 25% a 50% des patients
atteints de sepsis (Bedirli et al., 2007 ; Choudhury et al., 2015).

Le stress oxydatif est défini comme un déséquilibre entre la production des especes réactives
(oxygénées et azotées, ROS/RNS) et leur neutralisation par les mécanismes de défense
antioxydant. Le ROS/RNS oxydent et endommagent les macromolécules comme 1’ADN, les
proteines et les lipides conduisant a des lésions cellulaires associées a diverses pathologies,
comme le sepsis (Moukette et al., 2015 ; Jadejaet al., 2017). Par conséquent, la complexité
du syndrome septique exige une molécule avec un effet pléiotrope comme la mélatonine
(Rahim et al., 2017 ; Chen et al., 2021 ; Rahim et al., 2021).

Dans le cadre du projet de fin d’études, il nous a été proposé d’étudier, a I’aide d’un modele
murin (souris BALB/c) de sepsis polymicrobien, I’implication du stress oxydatif dans les
altérations pulmonaires induites par sepsis et 1’effet de la mélatonine sur ces derniers. Pour
répondre a ces objectifs nous avons :

- Evaluer le statut redox pulmonaire par dosage des marqueurs de stress oxydatif, pro-
oxydants (MDA, MPO, NO) et antioxydants (catalase, GSH).

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

- Etudier les altérations et les dommages pulmonaires, spléniques et mésentériques
induits par sepsis par une étude histologique.

- Evaluer les effets antioxydants et anti-inflammatoires de la mélatonine sur le sepsis
polymicrobien.
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I. Sepsis

Le sepsis est un probleme de santé mondial et continue d'étre la principale cause de décés
par infection. Le taux de mortalité associé a cette pathologie demeure élevé (>40%) et aucun
traitement ne semble efficace (Napolitano, 2018 ; Qiu et al., 2019). Les données mondiales de
2017 indiquent environ 48,9 millions de cas incidents de sepsis avec 11,0 millions décés par au
sepsis, représentant 19,7 % de tous les déces dans le monde. (Qiu et al., 2019 ; Rudd et al.,
2020).

Ce syndrome touche toutes les tranches d’age. Néanmoins, les nouveau-nés et les enfants de
moins de 5ans (20,3 millions cas) ainsi que les individus de plus de 20 ans (23,7 millions cas)
en sont les plus touchés (Rudd et al., 2020). De plus, le taux de mortalité est plus élevé chez
les hommes comparés aux femmes (164,2/100 000 contre 134,1/100 000) (Rudd et al., 2020).

1.1. Définition

Le sepsis est un terme anglo-saxon venant du grec « Zyic » signifiant " putréfaction™
(Vincent et al., 1992 ; Funk et al., 2009). Des mises a jour ont été introduites dans la définition
du sepsis en raison d’une meilleure compréhension de sa physiopathologie. La premiére
définition date de 1991, ou on le décrit comme un Syndrome de Réponse Inflammatoire
Systémique « SRIS », causee par une infection qui évolue en sepsis sévere (sepsis et
dysfonctionnement d’un organe), puis en choc septique (sepsis et hypotension sévere) (Bone et
al., 1992) (Tableau I, annexe 1).

Selon la derniere mise a jour de 2016, le sepsis est défini comme un dysfonctionnement
d’organes mortel, causé par une réponse dysrégulée de I'hdte a I'infection. Il est aggravé en choc
septique, caractérisé par des anomalies circulatoires, cellulaires et métaboliques profondes

augmentant le risque de mortalité (Singer et al., 2016).

Les nouveaux criteres de diagnostic du sepsis reposent sur la suspicion ou la confirmation
d’une infection associée a un dysfonctionnement d’organe identifié par une augmentation aigué
de deux points ou plus du score SOFA (the Sequential [sepsis-related] Organ Failure

Assessment) (Tableau I1, annexe 1) (Singer et al., 2016).
1.2. Physiopathologie

Le sepsis est un syndrome complexe au cours duquel, les réponses immunitaire et
inflammatoire sont excessivement activées et maintenues par des stimuli a la fois infectieux et

non infectieux (Delile, 2017). En plus la défaillance d’organes engendrée, un
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dysfonctionnement endothélial et hémodynamique, et une hypoxie sont aussi observés. Ceci est
suivi par la formation de thromboses microvasculaires secondaires & une coagulation
intravasculaire disséminée (CIVD) et éventuellement a la mort (Bougle et Annane, 2007 ;
Tesniere et al., 2008 ; Cimolai et al., 2015).

La réponse immunitaire lors du sepsis implique les deux réponses innée et adaptative. Il
s’agit d’une succession de deux phases : une phase hyper inflammatoire et une phase

d’immunodépression (Figure 1) (Cao et al., 2019).
1.2.1. Phase hyper inflammatoire

Le sepsis est secondaire a une infection bactérienne, fongique ou virale. La réponse de
I’organisme a ces agents pathogenes débute par la reconnaissance de motifs hautement
conserves spécifiques des pathogenes ou « PAMPs (Pathogen-Associated Molecular Patterns)
par des récepteurs de I’immunité innée, les « PRR » (Patterns Recognition Receptors) au niveau
des cellules dont le réle principale et la surveillance (cellules immunitaires, épithéliales et
endotheliales). 1l résulte de cette interaction une réaction inflammatoire visant a limiter la

dissémination de I’agent infecticux (Calderari et Liaudet., 2010 ; Dubroux, 2016).

L’activation des PRR et du systéeme de complément par les PAMPs, ou les DAMPs induit
de multiples voies de signalisation intracellulaires complexes, redondantes et
complémentaires conduisant a I'expression de plusieurs classes de génes communs qui sont
impligués dans l'inflammation, I'immunité adaptative et le métabolisme cellulaire (Tang et
al., 2012). L’une des principales voies de signalisation activée par sepsis est la voie NF-xB
(Gossez, 2019). Ce dernier régule I'expression de médiateurs pro/anti-inflammatoires, dont
les cytokines : 1'IL-1P, le TNFa, IL 12, IL 18, I'INFy et IL10 ; les chimiokines : IL-8 ; des
molécules d’adhérence : ICAM-I, VCAM-1 ; des enzymes : iNOS, Cox-2, SOD et les
facteurs de coagulation : facteur tissulaire. Ces médiateurs vont induire la production de
nouveaux médiateurs inflammatoires et ainsi contribuer au développement et au maintien
des réponses immunitaires innée et adaptative (Grimaldi, 2014). De plus, la réaction
inflammatoire va provoquer des lésions tissulaires responsables de la libération d’alarmines
(DAMPs) aggravant cette réaction. Ainsi, un cycle vicieux est instauré, une libération
massive de cytokines a I'échelle systémique qualifiée d' «Orage cytokinique » ou d’état

d'hyper-inflammation systémique est observée (Pougol, 2016).
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Les cytokines et les chimiokines libérés 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 [lactivation des
monocytes/macrophages et des cellules dendritiques. Ces derniéres seront responsable de
I’apprétement antigénique ; elles participent a I’activation, la prolifération et la différentiation

des lymphocytes T et B (Grimaldi, 2014).

Les réponses inflammatoires caractéristiques du sepsis comprennent également
I'activation du systéme du complément, du systéeme de coagulation et de l'endothélium
vasculaire, dont les fonctions sont étroitement interconnectées et trans-régulées (van der
Poll et al., 2017). Une forte activation de ces derniers contribue au dysfonctionnement
endothéliale, au défaut d’apport en oxygéne dans les tissus (hypoxie), a la formation de
thromboses microvasculaires secondaires a une coagulation intravasculaire disséminée
(CIVD) et aux défaillances d’organes et éventuellement a la mort (Figures 1) (Bougle et
Annane, 2007 ; Tesniere et al., 2008 ; Cimolai et al., 2015).

1.3.2. Phase d’immunosuppression (immunoparalysie)

Cette phase correspond a 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. Elle est
associée a une réaction anti-inflammatoire systémique destinée a favoriser la réparation
tissulaire, et caractérisée par I’expression de molécules anti-inflammatoires (interleukine-
10, transforming growth factor-beta, indoléamine 2,3-dioxygénase [IDO]), le
développement de MDSC (Cellule myéloide suppressive (Myeloid-derived suppressor cell).
Des études indiquent que le sepsis est associé a une forte déplétion des lymphocytes T (CD4+
et CD8+) et B et des cellules dendritiques (DC) qui subissent une apoptose ainsi qu’une
reprogrammation des cellules présentatrice de Il'antigene (monocytes/macrophages)
(Boomer et al., 2011 ; Hotchkiss et al.,2013) (Figure 2).
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Figure 1. Réponses immunitaires au cours du sepsis (Uhel et al., 2015). CAM : complexe
d’attaque membranaire ; CIVD : coagulation intravasculaire disséminée ; DAMPs : Damage-associated
molecular patterns ; DC : cellules dendritiques ; HMGB-1 : high-mobility group box 1 protein ; LyT :
lymphocytes T ; IDO : indoléamine 2,3-dioxygénase ; MDSC : Cellule myéloide suppressive ou
Myeloid-derived suppressor cell ; mP : macrophages; PAMPs : Pathogen-associated molecular
patterns ; PD-L1 : programmed cell death ligand 1 ; PRR : Pattern-recognition receptors; STNF-R :
récepteur soluble du TNF.

1.3. Dysfonctionnement pulmonaire associé au sepsis

Le poumon est l'organe le plus vulnérable lors du syndrome septique. Le syndrome de
détresse respiratoire aigué (SDRA), une forme sévere de lésions pulmonaires aigués (AL,
Acute Lung Injury), survient chez 25% a 50% des patients atteints de sepsis (Sevransky et al.,
2009 ; Gu et al., 2014).

Le SDRAJALLI est l'un des facteurs pronostiques les plus critiques de mortalité chez les
patients atteints de sepsis (Park et al., 2019). Le SDRAJALI est caractérise par un cedéme

alvéolaire, une insuffisance respiratoire hypoxemique aigué et une réponse inflammatoire
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pulmonaire accrue (Bedirli et al., 2007 ; Choudhury et al., 2015). L'cedéme pulmonaire riche
en protéines caractérisant I'ALI/SDRA provoque une hypoxémie réfractaire, un raidissement
des poumons et une difficulté a respire (Bernard, 2017 ; Kumar et al., 2020). Le SDRA/ALI
est aussi associé a de graves lésions tissulaires et, dans les cas graves, des Iésions pulmonaires

irréversibles pouvant entrainer la mort (Bernard, 2017 ; Kumar et al., 2020).

Bien que le sepsis soit le déclencheur le plus courant d’ALI/SDRA, les mécanismes sous-
jacents ne sont pas complétement compris, limitant la découverte de traitements efficaces. Des
études antérieures ont révélé que la physiopathologie d’ALI/SDRA induit par sepsis est
complexe et multifactorielle, y implique une activation incontr6lée de I’inflammation, un
dysfonctionnement endothélial, des changements hémodynamiques et des troubles
microcirculatoires, une apoptose des cellules épithéliales alvéolaires, un stress oxydatif
excessif, et un dysfonctionnement de la coagulation (Sano et Reed., 2013 ; Zarjou et
Agarwal., 2011 ; Lin et al., 2015).

Malheureusement et malgré des décennies de recherche, il n’existe aucune stratégie de
prévention ni de thérapie efficace pour I'ALI/SDRA en raison des complications de I'étiologie
et de sa pathogenese. Les antibiotiques et les mesures de soutien (ventilation) sont les seuls
traitements disponibles pour les patients atteints de sepsis et d'’ALI/SDRA avec un impact limité

sur les taux de mortalité élevés de ces patients (Aziz et al., 2018 ; Kumar et al., 2020).
I.4. Stress oxydatif et sepsis

Dans les conditions physiologiques, les espéces réactives de I’oxygene/nitrogéne ROS/RNS
sont produites dans la cellule a des doses raisonnables. Leur concentration est maintenue
équilibrée grace aux systemes antioxydants qui veillent au maintien d’une homeéostasie redox
(balance antioxydants/ pro-oxydants). Cependant cette homéostasie peut étre rompue, soit par
une production excessive de ROS/RNS (pro-oxydants) soit par une diminution des capacités
anti-oxydantes. On parle alors de stress oxydant (Migdal et Serres., 2011).

Les ROS/RNS excédentaires oxydent et endommagent toutes les molécules cellulaires
comme I’ADN, les protéines et les lipides conduisant a des Iésions tissulaires associees a
diverses pathologies qu’elles soient cardiovasculaires, infectieuses, neurodégénératives ou

cancéreuses (Figure 2) (Roméa-Mateo et al., 2015 ; Jadeja et al., 2017).
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Figure 2. Production des espéces réactives de l'oxygeéne /nitrogene (ROS/RNS) et leur
neutralisation par des antioxydants (Hierso, 2015 ; Sygitowicz et Sitkiewicz.,2021).e02- :
anion superoxyde, H202 : peroxyde d’hydrogéne, ®OH : radical hydroxyl, ONOO- : peroxynitrite,
HOCI : acide hypochloreux, ®NO : monoxyde d’azote.

Les ROS/RNS sont générées par de sources endogenes et exogenes a partir de 1’oxygene
(02) et de I’azote (N). Ainsi, les principales sources endogenes des ROS/RNS sont la chaine
respiratoire mitochondriale, la NAD(P) H oxydase, la xanthine oxydase et la NO Synthase
(Figure 2) (Hrycay et Bandiera., 2015).

La dégradation des radicaux superoxydes est contrOlée par des systemes de défense
antioxydants, comme la superoxydes dismutases SOD (métalloenzymes) qui catalysent leur
dismutation en peroxyde d’hydrogene H20O.. Bien que ce dernier ne soit pas en soi un radical
mais une molecule, il est lui-méme toxique et capable de générer le radical hydroxyle «OH, la
plus délétére des espéces radicalaires du stress oxydant. La quantité de H20- est régulée par la
catalase (CAT) et le glutathion peroxydase (GPx), qui catalysent sa réduction par le glutathion
(GSH) en eau et oxygene (Bouguirne, 2012 ; Shah et al., 2014).

Les RNS englobent 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

8



Chapitre | Synthése Bibliographique

d’oxygene. Il forme avec I’anion superoxyde O2e¢— un puissant oxydant, le peroxynitrite

(ONOO-) (Shah et al., 2014 ; Phaniendra et al., 2015).
I.5. La mélatonine

Certaines molécules naturelles présentent des activités biologiques intéressantes en cas de
sepsis. En effet, des études ont été menées sur la quercétine, la curcumine, la vitamine C et plus
récemment la mélatonine en raison de leur potentiel antioxydant pouvant améliorer I'état de

stress oxydatif associé au sepsis.

La mélatonine (N-acétyl-5-méthoxytryptamine) est une neurohormone liposoluble
synthétisée principalement par la glande pinéale mais aussi par des tissus extra-pinéaux tels que
la rétine, le tractus gastro-intestinal, les follicules pileux épitheliaux, la peau, les globules
rouges et les plaquettes (Favero et al., 2017). Sa synthese chez les mammiféres est régulée par
la photopériode selon un rythme circadien dont le pic plasmatique coincide toujours avec une
période d’obscurité (vers 2-3 heures du matin) (Claustrat et al., 2015).

Sa nature liposoluble, lui permet non seulement d’agir via des récepteurs membranaires
(MT1, MT2 et MT3) mais aussi nucléaires (ROR/RZR). De plus, elle pourrait agir par d’autre
mécanismes comme |’ interaction avec des protéines cytosoliques ou avec les mitochondries, et

via la neutralisation des ROS/RNS (Acufia Castroviejo et al., 2007).

La mélatonine est connue par son effet pleiotrope anti-inflammatoire, antioxydant, anti-

apopotique, immunomodulateur, anti-tumoral, chronorégulateur..etc (Wei Hu et al ., 2017).
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1. 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 pharmacologie cellulaire et signalisation de la FSB-
USTHB et le laboratoire d’anatomie pathologique du CPMC d’Alger, durant une période de 2

mois du 03 Mai au 02 juillet 2023. Ce travail de recherche a porté sur :

- L’implication du stress oxydatif dans les altérations pulmonaires induites par sepsis

polycmicrobien, in vivo.

- Le role de la mélatonine dans la prévention du stress oxydatif, de la réponse inflammatoire

et des altérations pulmonaires induits par sepsis polymicrobien.
I1.1. Materiel
11.1.1. Matériel non biologique

La verrerie, les appareillages, les solutions et réactifs utilisés dans cette étude sont resumés
dans I’annexe 2.

La mélatonine utilisée dans notre travail est une molécule synthétique fournie par FAGRON,
Iberica S.A.U. Espagne.
11.1.2. Matériel biologique

La présente étude a été réalisée in vivo a l’aide d’un modé¢le animal de sepsis

polymicrobien (CLP, Cecal Ligation Puncture) en utilisant des souris de type BALBI/c.

Animaux
Notre étude in vivo a été réalisé sur des souris méales de type BALB/c (n=15), agées de
10 & 12 semaines (26-33g), fournies par I’Institut Pasteur d’Algérie (IPA, Kouba, Alger).
Les souris ont été acclimatées a I'environnement de I'animalerie de I'Université de Blida 1
avec une température moyenne de 25 °C et une humidité 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 1’eau du robinet donné en 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 exécutif n° 10-90].
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11.2. Méthodes

11.2.1. Modele murin de sepsis polymicrobien

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

Le modeéle 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 endogenes, imitant ainsi une 1ésion traumatique conduisant a une péritonite chez I’homme

(Rittirsch et al., 2009).

Figure 3. Etapes critiques de CLP induite chez la souris. A : injection de I’anesthésie par
voie ip. B : rasage et désinfection de la zone abdominale et Incision médiane de 1 cm. C :
Exposition du ceecum. D : Ligature du cecum sous la valve iléo-cacale. E : Ponction
ceecale 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 apres CLP.
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Les souris sont anesthésiées avec un mélange de kétamine/acepromazine (a 10mg/Kg/i.p et
2mg/Kg/i.p respectivement, donné par voie intra-péritonéale). Elles sont ensuite placées sur
une table d'opération aseptique dans un environnement opeératoire stérile. La partie inférieure
de leur abdomen est rasée puis désinfecté par I’alcool afin de faire une incision abdominale
médiane de 1 cm, qui permettra de bien exposer le ceecum (Figure 3 A-C). Une fois expose,
le ceecum est ligaturé sous la valve iléo-cacale avec une suture de soie 4-0, pour obtenir la
méme séverité du sepsis, puis perforé trois fois avec une aiguille de calibre 22. Une petite
quantité de feces est légerement pressée a travers le site de ponction. Le ceecum est ensuite

replacé dans la cavité péritonéale et I'incision abdominale est ensuite suturée (Figure 3 D-I).

A la fin de la procédure chirurgicale, les souris sont immédiatement retournées dans leurs
cages avec un acces libre a I'eau et a la nourriture.
11.2.2. Protocole pharmacologique
Les souris BALB/c ont été réparties en trois lots (Figure 4):
1. Lot Contréle (n=5) : n’ayant regu aucun traitement.
2. Lot septique (CLP) (n=5) : ayant subi une CLP.
3. Lot septique traité a la mélatonine (CLP-Met) (n=5) : ayant recu 4 doses de 30
mg/kg/i.p de mélatonine, dissoute dans 0,25% d’éthanol/eau physiologique stérile
(Ortiz et al., 2014) (Figure 5). Une premiére dose 30 min avant CLP puis une deuxieme
dose au méme moment de CLP, et une troisiéme et une quatriéme dose a 4 h et 8h post-
CLP.

Les animaux ont été sacrifiés 24 h apres la CLP. Les organes (poumon, rate et mésentére)
ont été rapidement prélevés, lavés avec 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).

CLP
Avant
30min  Oh 4h 8h 24h
I I I I I Sacrifice
(. (s.c) (s.c) (s.c >

Mélatonine
30 mglkg p.c,

Figure 4. Protocole expérimental chez les souris BALB/c. i.p : voie intrapéritonéale ; s.c, voie
sous-cutané; p.c : poids corporel.
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11.2.3. Etude biochimique
11.2.3.1. Préparation de I’homogénat tissulaire
Les tissus pulmonaires 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. Apreés trois cycles de congélation- décongélation, les
homogénats sont centrifugés 20 min a 10000g/4°C. Les surnageants sont récupérés puis

aliquotés et conservés a -20 C°, jusqu’a utilisation (Blandizzi et al., 2005).
11.2.3.2. Dosage des protéines

La concentration des protéines pulmonaires est mesurée par la méthode colorimétrique
de Bradford. Cette méthode est basée sur I’interaction du bleu de coomassie G250 avec les

proteines, formant un complexe de couleur bleu qui absorbe fortement a 595 nm.

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

11.2.3.3. Dosage des marqueurs de stress oxydatif

Nous avons analysés cing marqueurs biochimiques du stress oxydatif, dans les homogénats

pulmonaires dont :

- Les marqueurs pro-oxydants : le malondialdéhyde (MDA), marqueur de peroxydation
lipidique, le monoxyde d’azote (NO, RNS et marqueur d’activation de la NOS), et la

myéloperoxydase (MPO, enzyme marqueur de I’infiltration des neutrophiles).

- Les marqueurs antioxydants : la catalase (CAT), enzyme du systeme antioxydant
enzymatique cellulaire et le glutathion réduit (GSH, du systeme antioxydant non
enzymatique).

11.2.3.3.1. Dosage des paramétres pro-oxydants

» 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
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peroxydes lipidiques ou les especes réactives de TBA (TBARS) entre autre le MDA
(Lefevre et al., 1998).

50 uL d’homogénat pulmonaires 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 1’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 a
3000g pendants 10 min et a 4°C. La densité optique est mesurée a 550 nm et les résultats sont

exprimés en nmoles/mg de protéine (Ohkawa et al., 1979).

> Dosage du taux de monoxyde d’azote (NO)

Le monoxyde d’azote est un radical libre ubiquitaire synthétisé par la NO synthase a partir
de l’arginine (Tousoulis et al., 2012). Le NO est un gaz instable qui est rapidement
métabolisé en nitrites (NO ") et nitrates (NOs~). Son dosage se fait de maniére indirecte par

la détermination des taux de ces métabolites nitrites et nitrates (Grand et al., 2001).

Le NO est dosé par la méthode de Griess (Griess et al., 1879) ou des aliquotes de
surnageants sont traités par du vanadium chloride (VCls3) et mélangés a des volumes
équivalents d’un agent révélateur (le réactif de Griess, composé d’acide sulfanilique a 1 %
et 0.1% de N-1-naphtyl- éthylenediamine), puis incubés pendant 45 min a tempeérature
ambiante. L’absorbance des échantillons est mesurée a la longueur d’onde de 540 nm. Les
concentrations des nitrites/nitrates sont déterminées a 1’aide d’une courbe étalon d’une
solution mere de nitrite de sodium (NaNQOy) et les résultats sont exprimés en pMoles/mg de
protéines (Miranda et al., 2001).

> Dosage de activité myéloperoxydase (MPO)

La MPO est une peroxydase caractéristique des granules primaires des Polynucléaires
Neutrophiles (PN) (Serteyn et al., 2003). Nous avons donc recherché I’infiltration des tissus
par les PN en dosant lactivit¢ peroxydase de la MPO. Cette dernicre oxyde
’orthodianisidine (substrat chromogéne) en présence de peroxyde d’hydrogéene (H202) et en
milieu acide. L’orthodianisidine oxydée absorbe fortement a 460 nm. De ce fait, L activité
MPO est mesurée par I’augmentation de 1’absorbance a 460nm (Krawisz et al., 1984).

Pour ce faire, sur une plaque 96 puits 20uL. d’homogénat pulmonaire sont mélangés avec
milieu réactionnel contenant : 67uL de PBS 80mM pHS5.4, 56uL. de PBS 0.22M pH 5.4 et
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10uL d’H202 a 0.0017%. La réaction est déclenchée par ’addition de 13uL d’ortho a
18,4mM. La cinétique de la réaction est suivie pendant 10 min a 30°C. L’activit¢é MPO est
exprimée en pmoles d’H.O; transformées/min/mg de protéines.

11.2.3.3.2. Dosage des parametres antioxydants

» 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
oxygéne (Jevva et al., 2015).

2 H,02 — 2 H20 + O3

Le dosage de l'activité catalase a été effectué, par suivi de la cinétique de transformation
du peroxyde d'hydrogéne (H20.) en eau et oxygeéne. 50ul d’homogénat tissulaire sont
mélanges a 950 uL de tampon phosphate 50mM, pH 7.4. La réaction est déclenchée par
’addition de 500 uL 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 I’absorbance a 240nm,
elle est exprimée en U/min/mg de protéines (Aebi, 1984).

Une unité de catalase correspond a K/6,93x10%. K = (2,3/t) (log A1/A2) ol t : temps en
seconde ; Al : Absorbance a temps zéro et A2 : Absorbance a 2 minutes.

> Dosage du taux de glutathion réduit (GSH)

Le dosage du glutathion réduit a été réalisé selon la méthode colorimétrique d’Ellman
(1959).Cette méthode est basée sur la formation d’une couleur jaune entre le réactif d’Ellman
(DTNB ; 5-5’-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid)) et le groupement sulfhydrile de GSH. Le
complexe formé le NMBA (2-nitro-5-mercaptobenzoic acid) absorbe fortement a 412 nm
(Padmondabhan et al., 2006).

Pour ce faire, 60uL d’homogénat tissulaire sont mélangés avec 60uL d’acide
sulfosalicylique 5% a 4°C puis vortexeés et incubés pendant Lheure a 4°C. Apres centrifugation
a 3000g, pendant 10min/4°C, 50pL de surnageant sont mélangés au milieu réactionnel
contenant 200uL de tampon phosphate 0.2M, pH 8 et 10uL de réactif d’Ellman 0.01M. Le
mélange est incubé pendant 5 min a I’abri de la lumiére avant la lecture de la densité optique
a 405 nm. La concentration tissulaire en GSH est exprimée en umoles/mg de protéines

(Padmondabhan et al., 2006).
11.2.3. Etude hématologique par FNS :

L’hémogramme ou numération-formule sanguine (NFS) est un examen hématologique

qui permet d’obtenir une évaluation quantitative (numération) et qualitative (formule) des
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éléments figurés du sang : les globules blancs, les globules rouges et les plaquettes (Cloutier
et al., 2014). 11 est souvent requis devant une suspicion d’anémie, une altération de 1’état
général, en cas d’hémorragie, de thromboses, d’infection persistante ou de cancer. Il est aussi

prescrit dans le cadre de la surveillance d’un traitement médicamenteux (Berthélémy, 2014).
L’hémogramme a été réalisé a ’aide d’un automate.
11.2.4. Etude histologique

L’étude histologique a été réalisée sur le poumon, la rate et le mésentére. Les poumons
et les rates des souris furent découpés puis fixés dans du formol tamponné a 4% pendant
24h. Les pieces (poumon 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 ’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. Il est étalé sur lame puis coloré a I’'H-E. Les photos
ont été prises a I’aide d’un microscope muni de caméra numérique. Les protocoles
histologiques sont décrits en détail dans I’annexe I11.

11.2.5. Etude statistique
Les résultats sont exprimés en moyenne = SEM. Le logiciel GraphPadPrism 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

statistiquement significatifs.
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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 thérapie efficace. Pour ce faire
nous avons ¢laboré un modele murin de sepsis polymicrobien. L’interprétation et la discussion

des résultats se feront comme suit :

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

altérations pulmonaires induites par sepsis.

- Ensuite, nous étudions les altérations histologiques induites par sepsis dans le poumon, la rate

et le mésentére.

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

inflammatoire et les dommages histologiques induits par sepsis.
I11. 1. Résultats

I11.1.1. Effet du sepsis et de la melatonine sur le poids des souris et des organes (poumon

et rate)

La perte de poids peut étre le signe d’une maladie sous-jacente parfois grave telle que les
maladies infectieuses dont le sepsis. Cette perte de poids peut s'expliquer par les besoins

énergétiques élevés de I'organisme pour lutter contre les agents pathogenes.

Les résultats de notre étude montrent que le poids des souris contréle et les souris septiques
traités par la mélatonine restent inchangé aprés 24h alors qu’on observe une légére diminution
non significative chez les souris septiques Nos résultats sont différents des travaux de
Rozenberg et al. (2006) et Rahim (2009) dans d’autres modéles de sepsis, et qui ont démontré
une diminution du poids des animaux septiques. Ces résultats pourraient étre expliqués par la
différence des modeles et du délai de traitement qui était court (24h) mais suffisant pour induire

un sepsis.

Nous avons également observé une augmentation du poids des poumons alors que le poids
de la rate reste inchangé chez les souris septiques comparés aux souris contréle. La mélatonine

réduit significativement le poids des poumons aux valeurs contr6le.

Ces résultats indiquent une augmentation du volume pulmonaire chez les souris septiques,
signe d'une réponse immunitaire et inflammatoire. La mélatonine a réduit le poids des poumons

des souris septiques aux taux contréle.
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II1.1.2. Effet du sepsis et de la mélatonine sur le taux d’érythrocytes et des plaquettes

sanguins

Le taux d’érythrocytes et de plaquettes diminue respectivement chez les souris septiques Le
traitement par la mélatonine restaure le taux d’érythrocytes a des taux comparables a ceux des

souris contrdle, mais pas ceux des plaquettes.

La coagulation sanguine constitue un des symptdmes du syndrome septique caractérisé par
une diminution du taux des plaquettes sanguines. Cette thrombopénie pourrait indiquer la
présence de thromboses veineuses ou artérielles de différents organes résultant de l'activation
plaquettaire (Vardon et al., 2015 ; Stark et al., 2021).

Nos résultats sont similaires a ceux d’autres travaux utilisant d’autres modeles de sepsis ou

une érythropénie a été observée (Oguz et al., 1998 ; Markwart et al., 2014).

111.1.3. Effet de sepsis et de la mélatonine sur le taux de leucocytes et de lymphocytes

sanguins

Les souris septiques présentent une leucopénie et une lymphopénie avec une diminution des
taux de leucocytes et de lymphocytes respectivement. De méme, le pourcentage des

lymphocytes diminue chez les souris septiques comparées aux souris contrdle.

Le traitement par la mélatonine réduit la leucopénie et les lymphopénies observées chez les

souris septiques.
111.1.4. Effet du sepsis et de la mélatonine sur le taux des granulocytes et de Mid sanguins

Les taux des Granulocytes (neutrophile, éosinophile, basophile) et des cellules de taille
moyenne (Mid : monocyte, ¢osinophile, basophile, blasts) sanguins, marqueurs d’inflammation

diminuent significativement chez les souris septiques.
La mélatonine augmente les taux des granulocytes et des Mid comparés aux souris septiques.
111.1.5. Effet du sepsis et de la mélatonine sur le taux des protéines pulmonaires

Le taux basal de protéines pulmonaires il est comparable a ceux traitées par la mélatonine. Chez
les souris septiques, ce taux diminue. Le taux revient au taux de base apres traitement a la

mélatonine.

Ces résultats suggérent la présence d’cedéme pulmonaire chez les souris septiques et qui est

inhibé par le traitement par la mélatonine.

20



Chapitre 111 Résultats et Discussion

I11.1.6. Effet du sepsis et de la mélatonine sur ’activit¢ MPO, marqueur d’infiltration des

neutrophiles

Les résultats du dosage de I’activité MPO pulmonaire sont représentés dans la figure 11.
L’activité myéloperoxydase augmente significativement chez les souris septiques comparées

aux souris contrdle. La mélatonine réduit ’activité MPO aux valeurs controles.

Nos resultats sont similaires a ceux de Kingir et al. (2019) ; Li et al. (2019) ; Xu et al.
(2019a) et Xu et al. (2019b).

La myéloperoxydase est une hémoprotéine stockée dans les granules azurophiles des
neutrophiles. Elle synthétise de l'acide hypochloreux et d'autres oxydants réactifs pour
phagocyter les bactéries ingérées. Ainsi, la MPO est un composant important de lI'immunité
innée et I'un des principaux piliers de I’activité antibactérienne des neutrophiles (Winterbourn

et al., 2000 ; Klebanoff, 2005).

Il a été démontré que le dosage de la MPO plasmatique pourrait étre utilisée comme
biomarqueur de diagnostic différentiel entre un SIRS sans infection et un sepsis et qui pourrait
prédire la mortalité des patients atteints de sepsis. Lors d’un sepsis, les neutrophiles libérent le
contenu de leurs granules, contenant la MPO et des ROS dont l'acide hypochloreux, dans le
plasma afin de combattre 1’agent pathogéne. La MPO et les ROS formées par la MPO peuvent
endommager les cellules sanguines ainsi que les organes (EIGammasy et al., 2015 ; Schrijver
et al., 2017).

De plus, il a été démontré que l'acide hypochloreux, un oxydant puissant, est impliqué dans
la destruction des bactéries (Nathan, 2002) mais aussi la destruction des tissus par induction

de nécrose et d'apoptose (Klebanoff, 2005).

La mélatonine exerce un effet antioxydant et anti-inflammatoire et contrecarrée la réponse
septique. Elle diminue le taux de MPO, neutralise les ROS et active les enzymes antioxydantes
(Costantino et al., 1998 ; Sener et al., 2005 ; Reiter et al., 2014 ; Reiter et al., 2016).

111.1.7. Effet du sepsis et de la mélatonine sur le taux de MDA pulmonaire

Le sepsis augmente le taux de MDA comparé au contréle. Le traitement a la mélatonine réduit

le taux de MDA a des valeurs similaires a ceux du controle.

Nos résultats sont similaires a plusieurs études menées dans divers modéles animaux de
sepsis (Victor et De la Fuente., 2003 ; An et al., 2016 ; Wang et al., 2020).
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Le sepsis est caractérise par un stress oxydatif, résultant d'un déséquilibre entre les oxydants,
tels que les ROS et les RNS, et des composés antioxydants, tels que la glutathion réductase et
la superoxyde dismutase (Andrades et al., 2009). Cet état hyperoxydant endommage les lipides
et les protéines, altere la fonction cellulaire normale et induit une apoptose. Le stress oxydatif
induit une peroxydation des lipides membranaires, ce qui génere divers produits finaux de
décomposition tels que le malondialdéhyde (MDA). Le MDA est un aldéhyde de faible poids
moléculaire résultant de [l'attaques des acides gras polyinsaturés des phospholipides
membranaires cellulaires par les radicaux libres (Draper et Hadley., 1990; DalleDonne et al.,
2006). L’induction de la peroxydation lipidique lors du sepsis a été largement démontré chez
I’Homme et dans divers modéles animaux (Rahim, 2009 ; Lorente et al., 2013 ; Toufekoula
et al., 2013 ; Lorente, 2015).

La peroxydation des phospholipides membranaire permet la libération de MDA dans
I'espace extracellulaire et finalement dans le sang, donc il a été utilise comme biomarqueur
efficace de I'oxydation des lipides (Draper et Hadley, 1990 ; Dalle-Donne et al., 2006). De
méme, il a été démontre que le taux de MDA sérique pourrait étre utilisé comme un marqueur
de mauvais pronostic et un prédicteur de mortalité chez les patients atteints de sepsis (Lorente
et al., 2013 ; Toufekoula et al., 2013 ; Weiss et Deutschman., 2014 ; Lorente, 2015).

I11.1.8. Effet du sepsis et de la mélatonine sur le taux de NO, marqueur de P’activité NOS

Le taux de NO pulmonaire augmente significativement chez les souris septiques comparées au

contrble. La mélatonine diminue le taux de NO.

Le role du NO dans la pathogénése septique a été largement démontré aussi bien chez
I’homme que dans des modeéles animaux (Rahim, 2009 ; Qiu et al., 2019). Des taux de NO
significativement élevés ont été observés chez les patients septiques dés le jour de I’admission
par rapport a des volontaires sains et ceci de facon corrélée a la gravité du tableau clinique et
aux taux de TNFa. La production de NO diminuait ensuite progressivement chez les patients
survivants d’environ 25 % a 15 jours de ’admission, tandis qu’elle augmentait chez les patients

non survivants (Besnier et al., 2015).

Il a été suggéré que I’activation de I’iINOS induirait une augmentation importante du NO
plasmatique et serait impliquée dans la vasodilatation et donc I’hypotension artérielle observée
au cours du sepsis (Luiking et al., 2010 ; Besnier et al., 2015).

Le NO participe a la genese de 1’état de choc et est responsable de la dysfonction macro- et

microvasculaire. De plus, le NO semble impliqué dans les phénomenes d’infiltration
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leucocytaire et d’activation plaquettaire. Enfin, dans certaines situations pathologiques, le NO
participe a la formation d’un de ses dérivés, le peroxynitrite (ONOO-), présentant des propriétés
bactéricides, mais également toxiques sur le métabolisme mitochondrial et cellulaire. 1l serait
donc potentiellement impliqué dans la défaillance d’organes et I’'immunodépression tardive du

sepsis (Besnier et al., 2015).
I11.1.9. Effet du sepsis et de la mélatonine sur I’activité catalase pulmonaire

Nos résultats montrent une réduction de I’activité catalase chez les souris septiques

comparées au controle.
La mélatonine augmente l'activité catalase a des valeurs proches du controle.

La catalase est une enzyme antioxydante qui catalyse la dégradation du peroxyde
d'’hydrogéne, une ROS dangereuse qui a la capacité de traverser les membranes et d'oxyder des

molécules diverses, proteines, lipides, glucides, ADN.

La diminution de I’activité catalase pourrait indiquer un état de stress oxydatif instauré lors
du sepsis. Ces résultats sont en accord avec différents travaux effectués sur differents modeles
animaux de sepsis (Rahim et al., 2012 ; Ibrahim et al., 2020). De méme, il a été demontré que
le taux de catalase sérique diminue chez les patients septiques indiquant une baisse de la barriere
anti-oxydante en faveur d’un stress oxydatif (Kumar et al., 2018). Le dosage des activités des
enzymes antioxydantes SOD et catalase pourrait étre considérée comme un marqueur de

mauvais pronostic chez les patients septiques (Molina et al., 2017 ; Kumar et al., 2018).

Nos résultats sont similaires a des travaux réalisés dans différents modéles animaux de sepsis
(Xu et al., 2019).

111.1.10. Effet du sepsis et de la mélatonine sur le taux de glutathion réduit (GSH)
Le taux de GSH diminue significativement chez les souris septiques comparé au contréle.

Le traitement par la mélatonine augmente le taux de GSH a des taux comparables a ceux du

controle.

Le glutathion est un constituant important des mécanismes de protection intracellulaire
contre divers stimuli nocifs, notamment le stress oxydatif. Ce tripeptide, constitue un cofacteur
de la gluthathion peroxydase (GPx), une enzyme antioxydante sélénium-dépendante qui
dégrade le H>O> en eau. Durant cette réaction deux molécules de GSH sont convertis en une

molécule de glutathion disulfure GSSG. Le glutathion est consommé au cours de ce processus
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et doit étre reconstitué¢ afin que la cellule empéche 1’accumulation de H202 & des niveaux
toxiques. La reconstitution du glutathion n'est toutefois pas favorisée pendant les périodes
d'hypermétabolisme prolongé et d'insuffisance calorique, qui accompagnent souvent des
maladies graves telles que le sepsis entrainant I'épuisement des réserves de glutathion (Sener
et al., 2005). De plus, le GSH a des effets sur I'immunité, il est souvent considéré comme anti-
inflammatoire, car il inhibe la production et I’effet de plusieurs cytokines et chimiokines
inflammatoires. Les patients septiques montrent une déplétion du taux de GSH, qui pourrait

constituer un marqueur d’un mauvais pronostic (Villa et al., 2002 ; Pravda, 2014).

La mélatonine, une molécule antioxydante restaure le taux de GSH et induit I’expression
d’enzyme antioxydante GPx (Sener et al., 2005 ; Lowes et al., 2011 ; Garcia et al., 2015 ;
Rahim et al., 2017).

111.1.11. Etude histologique

v Effet du sepsis et de la mélatonine sur [’histologie pulmonaire

Les résultats histologiques montrent une histologie pulmonaire normale chez les animaux
contréle, sans lésions tissulaires ni altérations structurelles. Les parois alvéolaires sont intactes,

la lumiére alvéolaire est bien visible et les cloisons inter-alvéolaires sont régulieres.

Le poumon des animaux septiques présente des anomalies structurelles caractérisées par une
perturbation de l'architecture des tissus pulmonaires, des modifications des parois alvéolaires,
un rétrécissement de la lumiere alvéolaire et une réduction significative du nombre de sacs
aériens. Nous avons également observé une infiltration leucocytaire, une activation des

macrophages alvéolaires associés a une hémorragie pulmonaire.

Le traitement a la mélatonine atténue les dommages causés par le sepsis et préserve
I'architecture des tissus pulmonaires avec des structures similaires a celles des animaux témoins.
Des lésions parenchymateuses avec moins d'infiltration leucocytaire, des parois alvéolaires plus
minces, des lumiéres alvéolaires plus grandes et un plus grand nombre de sacs alvéolaires sont
présentes par rapport aux animaux septiques. Par conséquent, la mélatonine protége le tissu
pulmonaire des lésions et dommages oxydatifs et inflammatoires induits par sepsis. Ces
résultats concordent a ceux des travaux réalisés sur d’autres modeles animaux de sepsis (Xiao

etal., 2012 ; Tyagi et al., 2014 ; Aziz et al., 2018).
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v' Effet du sepsis et de la mélatonine sur I’histologie de la rate

Les coupes histologiques de la rate des souris BALB/c contrdle montrent architecture
normale avec pulpe blanche faite de follicules lymphoides centrés d’une artériole et entourés
par la pulpe rouge faite de sinus. Les coupes histologiques de la rate des souris BALB/c
septiques montrent une architecture riche en cellules comparée au contrdle. La pulpe blanche
est faite de follicules lymphoides plus larges tandis que la pulpe rouge présente une infiltration

massive de polynucléaires et de macrophages.

Le traitement des souris BALB/c septiques par la mélatonine réduit I’activation folliculaire
au niveau de la rate. La pulpe rouge présente une architecture riche en cellule mais I’intensité
cellulaire est moindre comparée au contrdle avec présence de macrophage et une diminution de

neutrophiles.

v Effet du sepsis et de la mélatonine sur ’histologie du mésentére

Le mésentere est une membrane fine bien vascularisée contenant des ganglions lymphatiques
mésentériques, ce qui permet une meilleure observation de I'infiltration leucocytaire péritonéale

au cours de l'inflammation aigué induite par CLP.

Le mésentere des souris BALB/c présente une structure normale constituée essentiellement
de fibroblastes. Le mésentere de souris septiques montre des signes d'inflammation aigué
caractérisee par une activation des fibroblastes et une infiltration leucocytaire étendue,

principalement des neutrophiles.

Les neutrophiles, pré-activés par des signaux pro-inflammatoires (cytokines et chimiokines)
sécretes par la paroi abdominale aprés inflammation du péritoine par CLP (péritonite), adherent
a I'endothélium vasculaire puis s'extravasent et atteignent le site enflammé par extravasation.
Aux sites d'inflammation, les neutrophiles phagocytent les particules bactériennes et les
détruisent par lI'action bactéricide et I'exocytose des enzymes lytiques. Le traitement des souris
septiques avec de la mélatonine réduit Dinfiltration des leucocytes et [’activation des

fibroblastes chez les souris BALB/c.
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111.2. Discussion

Dans la présente étude nous avons démontré I’implication du stress oxydatif dans les
altérations pulmonaires induites par le sepsis. Ce stress oxydatif est caractérisé par une
augmentation de marqueurs pro-oxydants (MDA, MPO, NO) et une diminution de marqueurs

d’anti- oxydants (catalase, GSH) (Figure 5).

Le poumon est un organe sensible et considéré comme le premier organe majeur touché par
le sepsis. L’atteinte pulmonaire durant le syndrome septique conduit a des 1ésions pulmonaires
aigués (ALI, acute lung injury) ou a un syndrome de détresse respiratoire aigué (ARDS, acute
respiratory distress syndrome), une forme plus sévére que ALI (Phua et al., 2002 ; Bao et al.,
2010 ; Chenetal., 2018).

L’ALI/ARDS sont associés a une mortalité importantes chez les patients (Xiao et al., 2012).
Ils reésultent d’une réponse aux infections microbiennes pulmonaires ou systémiques. Les
PAMPs ou les MAMPs (microbe-associated molecular patterns) ou méme les DAMPs
(Damage or danger-associated molecular patterns) activent les récepteurs PRRs (TLRS)
induisant ainsi plusieurs voies de signalisation, impliquées dans la réponse inflammatoire
(Figure 21) (Vijay, 2018 ; Kumar et al., 2020).

Le NF-xB constitue un facteur de transcription clé de la réponse inflammatoire, induite au
cours du sepsis. Il régule I’expression de plus de 200 genes tels que des cytokines pro
inflammatoires (TNF-a, IL-1p), des chimiokines (IL-8), des molécules d’adhésion (ICAM-I,
VCAM-1), des enzymes pro-oxydantes (iNOS, Cox-2), des enzymes antioxydantes (SOD,
GPx), des molécules anti-apoptotiques (Bcl2) et des facteurs de coagulation (facteur tissulaire)
(Figure 21) (Leentjens et al., 2013).

Certains de ces produits participent a ’amplification de la réponse inflammatoire. En effet,
les cytokines pro-inflammatoires (IL-1B, et TNFa), exercent un feedback positive sur la voie
NF-xB intensifiant ainsi la réponse inflammatoire et conduisant a un état hyper-inflammatoire
et un orage ou une tempéte cytokinique caractéristique de sepsis (Herwald et Egesten., 2010).
Bien que, la surexpression des cytokines pro-inflammatoires est nécessaire a I'élimination des
agents pathogénes envahisseurs, elles contribuent également a l'inflammation des tissus et au

dysfonctionnement de plusieurs organes (Vincent et al., 2013 ; Weber et Swirski., 2014).

Le systeme immunitaire tente de rétablir cette réponse hyper-inflammatoire délétere et

d’¢éliminer I’agent pathogéne, par activation du systéme immunitaire inné, accumulation de
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neutrophiles et de macrophages, sécrétion de cytokines, recrutement des lymphocytes T et B,
et formation d'anticorps (ldell, 2012 ; Chen et al., 2014 ; Wang et al., 2019).

Néanmoins, cette réponse cause encore plus de dommages collatéraux pulmonaires
entrainant ainsi une anergie des mecanismes de défense de I'hdte, des lésions pulmonaires et
une défaillance du poumon et enfin une mortalité (Idell, 2012 ; Chen et al., 2014 ; Wang et
al., 2019).

Parallelement a la réponse inflammatoire, un stress oxydatif s’installe. Ce dernier influence
les mécanismes moléculaires qui contrélent I'inflammation et causent directement des lésions

tissulaires (Bedreag et al., 2015).

En effet, lactivation des cellules immunitaires lors du sepsis conduit a une infiltration
incontr6lée des poumons par les neutrophiles. Les Neutrophiles activées produisent des
ROS/RNS, des cytokines, des chimiokines, de la myéloperoxydase (MPO), et des NETs
(neutrophil extra cellular traps) dans le but d’éliminer le pathogéne. Ces produits participent a
I’augmentation et au maintien de la réponse inflammatoire, au dysfonctionnement pulmonaire

(Delgado-Rizo et al., 2017 ; Aziz et al., 2018).

Cependant, la production de ROS augmente également dans les macrophages, les cellules
endotheliales et épithéliales du tissu pulmonaire (Valavanidis et al., 2013). Les ROS/RNS
libérées amplifient la réponse inflammatoire, et endommagent les constituants cellulaires
(ADN, lipides, protéines) conduisant a des lésions cellulaires et a des dommages pulmonaires
(Wangetal., 2019 ; Xuetal., 2019). En outre, les ROS/RNS activent le facteur de transcription
NF-kB et amplifient ainsi la réponse inflammatoire et le stress oxydatif (Zhou et al., 2001;
Horton, 2003).

Les RNS, principalement I’oxyde nitrique (NO¢) et le peroxynitrite (ONOO—) sont produits
sous le controle de NF-xB apres activation des deux NO Synthases inductibles cytosolique
(INOS) et mitochondriale (i-mtNOS). Le NOe- est le produit principal de ces enzymes, il
provogue des effets délétéres car il induit une vasodilatation systémique et une hypotension, et
augmente les dommages cellulaires (Lanone et al., 2000 ; Lundberg et Weitzberg, 2005). De
plus, le NOe réagit rapidement avec 1'02+- donnant un produit trés toxique le peroxynitrite
ONOO- (Lipton et al., 1993). Le peroxynitrite inhibe de maniere irréversible les complexes
de la chaine respiratoire mitochondriale (complexe | et Ill), ’ATP synthase, réduisant la
production d’ATP et favorisant ainsi la mort cellulaire (Cadenas et al., 2000; Escames et al.,
2003; Garcia et al., 2017).
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Par conséquent, la complexité de la réponse immuno-inflammatoire associée au stress
oxydatif et a la mort cellulaire lors du syndrome septique exige une thérapie a base d’une
molécule ayant un effet pléiotrope anti-inflammatoire, immunorégulateur, antioxydant et anti-
apoptotique comme la mélatonine. (Rodriguez et al., 2004; Garciaet al., 2017 ; Rahim et al.,
2017 ; Rahim et al., 2021).

La mélatonine est un antioxydant puissant qui élimine et neutralise les ROS/RNS et induit
I’expression des enzymes anti-oxydantes (SOD, GPx et GRd) par activation du facteur de
transcription NRF2 (Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2) (Rodriguez et al., 2004;
Garcia et al., 2017 ; Rahim et al., 2017, Rahim et al., 2021).

En outre, la mélatonine réprime la réponse inflammatoire dépendante du NF-kB, rétablie
I’homéostasie mitochondriale, et réduit les dommages pulmonaires sepsis-dépendants
(Escames et al., 2003 ; Chen et al., 2014 ; Garcia et al., 2015 ; An et al., 2016 ; Xu et al.,
2019a ; ibrahim et al., 2020).

Mélatonine

MDA, NO, MPO

ALI/SDRA-Sep
Rk

Figure 5. Effet de la mélatonine dans la modulation du stress oxydatif de la réponse
inflammatoire a 1’origine d’ALI/SDRA induit par sepsis (originale).
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Conclusion et perspectives

L’¢étude de ’effet du sepsis et de la mélatonine dans notre modele de souris BALB/c suggere:

- L’implication du stress oxydatif dans les dommages oxydatifs pulmonaires induits par
sepsis caractérisé par une augmentation de marqueurs pro-oxydants (MDA, MPO, et
NO), et une diminution de marqueurs antioxydants (catalase, et GSH). Ce stress
oxydatif est associé a des dommages oxydatifs pulmonaires.

- Une activation de la réponse immuno-inflammatoire caractérisee par une forte
infiltration leucocytaire dans le mésentere et la rate des souris septiques. En revanche,
une immuno-paralysie systémique caractérisée par une leucopénie, une lymphopénie,
une granulopénie et une neutropénie ont été noté chez les souris septiques.

- La mélatonine caractérisée prévient le stress oxydatif et rétabli la balance redox, inhibe

laréponse 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 mélatonine 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 :

- Elucider les mécanismes physiopathologiques a I’origine de I’immuno-paralysie
(leucopénie, lymphopénie, neutropénie), caractéristique du sepsis chez les patients et observée
dans notre modéle de BALB/c.

- Etudier la réponse immuno-inflammatoire et les mécanismes physiopathologiques a un
temps précoce (6h, 12h et 18h) et tardif de sepsis (48h, 72h et 96h).

- Etudier I’effet de la mélatonine sur la mortalité induite par sepsis en utilisant un modéle
de CLP létale.

- Rechercher des paramétres diagnostics précoces et spécifiques du sepsis.
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Annexe 1

Tableau 1. Définitions du sepsis (American College of Chest Physicians/Society of Critical
Care Medicine) (Bone et al., 1992).

SIRS

Au moins deux des anomalies suivantes :

~ température > 38 °C ou 90/min

~ fréquence cardiaque > 90/min

~ fréquence respiratoire > 20/min ou PaCO2 <32 mmllg
~leucocytes sanguins > 12 000/mm3 ou 10 % de cellules immatures

Sepsis

SIRS associé a une infection cliniquement ou microbiologiquement

documentée

Sepsis sévére

Sepsis et dysfonction d’au moins un organe :

~ hypotension (PAS < 90 mmHg ou réduction d’au moins
40 mmHG de la PAS Habituelle en 1'absence d’autres cause)
— oligurie

— encéphalopathie aigué

~ hypoxie inexpliquée

— coagulopathie

Choc septique

Sepsis sévére et hypotension persistante malgré un remplissage adéquat

et/ou nécessité de drogues vasoactives

SIRS : systemic inflammatory response syndrome ; PAS : pression artérielle
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Tableau Il. Les scores SOFA (the Sequential [sepsis-related] Organ Failure Assessment).
Adapté de Singer et al (Singer et al., 2016).

Systéme 0 1 2 3 4

Respiration

PAO,FIO; g, 2400(533)  <400(533) <300 (40) <200 (26.7) avee <100 (13.3) avec

(kPa) assistance assistance
respiratoire respiratoire

Coagulation

Plaquettes x107uL. 2150 <150 <100 <50 <20

Fole

Bilirubine mg/dL <1.2(10) 1.2-1.9(20-32)  2.0-59(33-101) 6.0-11.9(102-204)  >12.0(204)

(nmoles'L)

Cardiovasculaire MAP>70mmHe MAP<T0mmHg Dopammne<$ Dopanune  5.1-15 Dopamine>15  or
or dobutamine® or epinephrine<0.] epinephrine>0.1 or

or norepinephrine>0.1*
norepinephrine<0.1*

Systeme nerveux central

Glasgow  Coma 15 13-14 10-12 6-9 <6

Seale score

Renal

Creatinine, mg/dL <1.2(110) 1.2-1.%110-170)  2.0-3.4(171- 3.5-4.9(300-440) >5.0(440)

(nmoles/L) 299)

Production d'urine <500 <200

mL/d

FI102, fraction de lI'oxygene inspire (Fraction of inspiredoxygen). MAP, moyenne de pression
artérielle (Meanarterial pressure), PaO2, Pression partielle d'oxygene (partial pressure of
oxygen). a, les doses de catecholamine sont données comme pg/kg/min pour au moins 1lheure.
b, les scores de 1’échelle Galasgow Coma varie de 3 a 15, le score le plus élevé indique une

meilleure fonction neurologique.
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Annexe 2

Les appareillages

Centrifugeuse réfrigérée
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PH métre

Agitateur Microscope optique

Homogénéisateur
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Centrifugeuse

Listes des réactifs et consommables

Spectrophotomeétre UV-visible

Réactifs et solutions

Consommables

NaCl, Na2 HPO 4, NaH 2 PO 4 , NaOH, SDS
(Sodium Dodécyl Sulfate).

Eppendorf.

KCI, K2 HPO 4, KH 2 PO 4.

Lames et lamelles.

Bleu de coomassie G250, Muy-Grunwald,

Giemsa, Hematoxyline-éosine.

Tube en plastique 3mL, Tube a vice en verre,
Tube Falcon 15mL 50ml.

Acide orthophosphorique 85%, Acide Acétique,
HCI, TBA (Thiobarbituric acid), EDTA.

Cuve de spectrophotmetre 1let 3mL, Cuve en

quartz.

BSA (Bovine serum albumin).

Flacon en verre, Boite de pétri, Papier Ph.

Ethanol 100°, Formol.

Trousse de dissection.
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Annexe 3

Etude histologique par coloration standard a hématoxyline-éosine

A. Fixation

La fixation consiste a immerger le tissu dans du formol tamponné a 4% dans le but de
conserver les structures a 1’état le plus proche du vivant et de s’opposer a I’autolyse tissulaire.
Les structures sont figées et les antigénes immobilisés in situ, afin qu’ils ne soient pas altérés
par les différents bains réactionnels. Cette étape doit se faire immédiatement aprés le
prélevement pour éviter I’autodigestion des tissus et la contamination par des microorganismes.
Les fragments tissulaires sont mis 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
élimineé) 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
¢tapes sont automatisées dans un appareil de déshydratation et d’imprégnation (LEICA) et sont

résumés dans le tableau I11.

Tableau I11. 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
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Inclusion 3 bains de xylene 3h x3

3 bains de paraffine 3h x3

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, apres 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 étalées sur
des lames de verre préchauffées au bain-marie a 45°C, puis séchées une nuit a 40-45°C ou 1h
a 60°C.

Les coupes histologiques sont colorées a I’hématoxyline-éosine (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’€osine.

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, aprés 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 1V) (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 éliminer 1’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
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préparations. Les lames ainsi montées peuvent étre conservées pendant plusieurs dizaines voire

plusieurs centaines d’années.

Tableau 1V. Etapes de coloration hématoxyline- éosine.

Etapes Réactifs Durée
Déparaffinage Etuve 100°C 5 min

3 bains de toluéne 2 min x3
Réhydratation 1 bain d’éthanol 100° 2 min

1 bain d’éthanol 95° 2 min

1 bain d’éthanol 80° 2 min

1 bain d’éthanol 70° 2 min

1 bain d’eau distillée 2 min
Coloration H-E Hématoxyline 10 min

Lavage eau 2 min

Eosine 1 min

Lavage eau 2 min
Déshydratation 3 bains d’éthanol 100° 45 sec x3

3 bains de Toluéne 45 sec x3

D. Observation microscopique

Les lames ont été observées au microscope photonique et interprétées par un médecin

anatomopathologiste.
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