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                                                                                                                     Résumé 

 
Le sepsis est un problème majeur de santé publique, caractérisé par une exacerbation de 

la réponse immunitaire de l’hôte face à l’agent infectieux, un stress oxydatif et une défaillance 

d’organes. Malgré les avancées thérapeutiques, la mortalité liée à cette affection reste élevée. 

Notre recherche vise à mettre en évidence l’implication du stress oxydatif dans les altérations 

hépatiques induites par le sepsis et le rôle du PDTC, inhibiteur du NF-κB, dans leur prévention. 

Pour induire un sepsis polymicrobien, nous avons utilisé la technique de ligature et perforation 

caecale (CLP) chez des souris BALB/c, traitées par une dose de 200 mg/kg de PDTC. Les souris 

ont été sacrifiées 24 heures après le traitement, et leurs organes (foie et rate) ont été prélevés 

pour des analyses biochimiques et histologiques. 

Nos résultats montrent que le stress oxydatif induit par le sepsis se manifeste par une 

augmentation du taux de MDA (marqueur pro-oxydant) et une diminution de la catalase 

(marqueur antioxydant). Le PDTC, en exerçant un effet antioxydant, rétablit l’équilibre entre 

pro-oxydants et antioxydants en réduisant le MDA et en augmentant la catalase. Les analyses 

histologiques révèlent des dommages oxydatifs et métaboliques au niveau du foie (cholestase, 

stéatose hépatique non alcoolique aiguë), associés à une activation de la réponse immunitaire 

et inflammatoire, caractérisée par une forte infiltration leucocytaire dans le foie, et la rate. Le 

PDTC prévient les dommages oxydatifs, métaboliques et inflammatoires induits par le sepsis. 

Nos résultats ouvrent des perspectives prometteuses pour l’utilisation thérapeutique du PDTC 

dans le traitement du sepsis, et confirment le rôle clé du stress oxydatif dans la physiopathologie 

de cette maladie. 

Mots clés : Sepsis, stress oxydatif, PDTC, NF-κB, foie, inflammation. 

 



                                                                                                                   Abstract  
 

Sepsis is a major public health problem, characterized by an exacerbation of the host 

immune response to the infectious agent, oxidative stress and organ failure. Despite therapeutic 

advances, mortality related to this condition remains high. Our research aims to highlight the 

involvement of oxidative stress in sepsis-induced liver alterations and the role of PDTC, an NF-

κB inhibitor, in their prevention. 

To induce polymicrobial sepsis, we used the cecal ligation and puncture (CLP) technique in 

BALB/c mice, treated with a dose of 200 mg/kg of PDTC. The mice were sacrificed 24 h after 

treatment, and their organs (liver and spleen) were harvested for biochemical and histological 

analyses. 

Our results show that sepsis-induced oxidative stress is manifested by an increase in MDA (pro-

oxidant marker) and a decrease in catalase (antioxidant marker). PDTC, by exerting an 

antioxidant effect, restores the balance between pro-oxidants and antioxidants by reducing 

MDA and increasing catalase. Histological analyses reveal oxidative and metabolic damage in 

the liver (cholestasis, acute non-alcoholic hepatic steatosis), associated with an activation of the 

immune and inflammatory response, characterized by a strong leukocyte infiltration in the liver 

and spleen. PDTC prevents sepsis-induced oxidative, metabolic and inflammatory damage. 

Our results open promising perspectives for the therapeutic use of PDTC in the treatment of 

sepsis, and confirm the key role of oxidative stress in the pathophysiology of this disease. 

Keywords : Sepsis, oxidative stress, PDTC, NF-κB, liver, inflammation. 

 



 الملخص                                                                                                                        

 
 

والإجهاد المعدي،  للعامل  للمضيف  المناعية  الاستجابة  بتفاقم  ويتميز  كبرى،  عامة  صحية  هومشكلة  الدم   تعفن 

يهدف بحثنا  تزال مرتفعة.  وعلى الرغم من التقدم العلاجي، فإن الوفيات المرتبطة بهذه الحالة لا  .  التأكسدي وفشل الأعضاء

 ،NF-KB  وهو مثبطPDTC التأكسدي في التغيرات الكبدية الناجمة عن الإنتان ودورإلى تسليط الضوء على تورط الإجهاد  

                        .                                                                                                                             في الوقاية منها

،وتم علاجها بجرعة    BALB/c   الفئران في cecal (CLP) وثقب ، استخدمنا تقنية ربط تتحفيز تعفن الدم متعدد الميكروبا ل

ساعة من العلاج، وتم جمع أعضائها )الكبد والطحال(    24تمت التضحية بالفئران بعد  PDTC. من    ملغم/كغم  200قدرها  

  .لإجراء التحاليل البيوكيميائية والنسيجية

)علامة مؤيدة للأكسدة( وانخفاض  MDA   تظهر نتائجنا أن الإجهاد التأكسدي الناجم عن تعفن الدم يتجلى في زيادة مستوى

، من خلال ممارسة تأثير مضاد للأكسدة، يستعيد التوازن بين المواد المؤكسدة PDTC  .الكاتلاز )علامة مضادة للأكسدة(  في

تكشف التحليلات النسيجية عن تلف تأكسدي والتمثيل الغذائي   .الكاتلازوزيادة    MDA  عن طريق تقليل  للأكسدةالمضادة    و

)ركود صفراوي، مرض الكبد الدهني غير الكحولي الحاد(، المرتبط بتنشيط الاستجابة المناعية والالتهابية، التي تتميز بتسلل 

لتهابات التي يسببها  الاضرار المؤكسدة والتمثيل الغذائي والا  PDTC   يمنع. كريات الدم البيضاء القوية إلى الكبد والطحال

 .تعفن الدم

لـ العلاجي  للاستخدام  آفاقًا واعدة  نتائجنا  في  الدمتعفن  في علاج   PDTC تفتح  التأكسدي  الرئيسي للإجهاد  الدور  ، وتؤكد 

 الفيزيولوجيا المرضية لهذا المرض.

 .لتهابلاالكبد، ا، PDTCتعفن الدم، اإلجهاد التأكسدي،  المفتاحية:الكلمات 
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ADCC : Antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity 

AMP : peptides antimicrobiens  

BSA : Bovine Serum Albumin 

CAT : Catalase  

CLP : Cecal Ligation Puncture  

COX2 : cyclooxygenase 2 

CXCL10 : Ligand de chimiokine motif CXC 10 

CXCL8 : Ligand de chimiokine motif CXC 8 

EDTA : Ethylénediamine-tétraacétique   

FNS : Formule d’énumération sanguine 

H2O2 : Peroxyde d’hydrogène 

HLA-DR : Antigène Leucocytaire Humain-Antigène D  

HO• : Radicaux hydroxyles 

IKB α : NF-kappa-B inhibitor alpha 

IL-1 : Interleukine -1 

IL-10 : Interleukine -10 

IL-6 : Interleukine -6 

IL-8 : Interleukine -8 

iNOS : Oxyde Nitrique Synthase 

LPS :  Lipopolysaccharide 

MDA : Malondialdéhyde 

MYD88 : Myeloid Differentiation primary response 88  

NF-κB : Nuclear Factor κB  

•NO : L'oxyde nitrique radicalaire 
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O•
2− : L’anion superoxyde 

ONOO− : peroxynitrite non radicalaire 

PAMPs : Pathogen-Associated Molecular Patterns 

PDTC : Pyrrolidine-Di-Thio-Carbamate  

PRRs : Pattern Recognition Receptors  

RNS : Reactive Nitrogen species  

ROS : Reactive oxygen Species 

SIRS : Syndrome de Réponse inflammatoire Systémique  

SOD : SuperoxydeDismutase  

SOFA : Sequential Organ Failure Assessment 

TBA : Acide thiobarbiturique  

TBARS : Espèces réactives de TBA 

TLRs : ToolLike Receptors  
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                                                                                                                  Glossaire 
 

Le score de Glasgow : est un test qui permet d'évaluer l'état de conscience d'un patient à 

un instant donné et de suivre son évolution. Il se base sur trois paramètres : ouverture des 

yeux, réponse verbale et réponse motrice. 

 L'hépatite hypoxique ou hépatite ischémique : résulte d'une faible concentration 

d'oxygène dans le sang, une diminution du flux sanguin due à une baisse de la pression 

artérielle et/ou à une augmentation de la pression veineuse, ou un manque de transporteurs 

d'oxygène. Il en résulte une nécrose hépatocytaire. 

La cholestase : est une diminution ou un arrêt de la sécrétion biliaire, responsable d’un 

défaut de transport des acides biliaires du foie vers l’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 chronique du foie qui 

affecte les voies biliaires, caractérisée par une inflammation, une fibrose et une destruction 

des voies biliaires, une formation de sténose. Elle est associée à une progression rapide vers 

la cirrhose du foie. 
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                                                                                                            Introduction 

1 
 

Le sepsis est la cause la plus fréquente de décès par dysfonctionnement de plusieurs 

organes. Il peut être d'origine bactérienne, virale ou fongique (Delaloye et al., 2014). Plus de 

50 millions des personnes en sont touchées chaque année dans le monde, entraînant 

potentiellement 11 millions de décès par an (Rudd et al., 2020). 

La mortalité élevée des patients revient à la complexité de la physiopathologie du sepsis et à 

l’absence d’un traitement efficace. En effet, le sepsis affecte plusieurs systèmes (redox, 

immunitaire, coagulation, métabolique...) et organes (poumon, cœur, foie, rein…) (Pang et al., 

2019 ; Danielski et al., 2020). Le stress oxydatif est souvent constaté lors du sepsis. Il est la 

conséquence d’un déséquilibre entre les systèmes pro-oxydants et antioxydants, ce qui 

contribue au processus septique et peut entraîner des lésions organiques telles que les lésions 

hépatiques (Hotchkiss et al., 2003 ; Guo Het al., 2021). 

De nombreuses recherches sont en cours afin de mieux définir, diagnostiquer et cerner la 

physiopathologie de cette affection et la traiter de manière appropriée (Laroye et al., 2017 ; 

Salomão et al., 2019). Des études ont montré que le Pyrrolidine-Di-Thio-Carbamate PDTC, un 

inhibiteur du facteur NF-κB, exprime une activité antioxydante en piégeant les radicaux, ce qui 

pourrait être très intéressante dans le cadre du traitement du sepsis (Brennan et al., 1995 ; 

Muller et al., 1997).   

Dans le cadre du projet de fin d’études, il nous a été proposé d’étudier à l’aide d’un modèle 

murin de sepsis polymicrobien, l’implication du stress oxydatif dans les altérations hépatiques 

induites par sepsis et l’effet du PDTC sur ces derniers. Les objectifs de cette étude sont : 

- L’évaluation du statut redox hépatique par dosage des marqueurs de stress oxydatif, pro-

oxydants (MDA) et antioxydants (Catalase). 

- L’évaluation de la réponse immuno-inflammatoire systémique au cours du sepsis par 

dosage de l’FNS. 

- L’étude des altérations et les dommages hépatiques induits par sepsis par une étude 

histologique. 

- L’évaluation des effets antioxydants et anti-inflammatoires du PDTC sur le sepsis. 
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I. Généralité sur le Sepsis  

Le sepsis est un problème de santé mondial et continue d'être la principale cause de 

décès par infection, avec un taux de mortalité supérieur à 40% (Napolitano, 2018 ; Qiu et al., 

2019 ; Rudd et al., 2020). En 2020, Rudd et al. Ont rapporté environ 48,9 millions de cas de 

sepsis et 11,0 millions de décès liés au sepsis. 

Le sepsis est défini comme un syndrome de réponse inflammatoire systémique (SRIS) 

impliquant de multiples changements physiologiques, pathologiques et chimiques provoqués 

par une infection (Majno, 1991 ; Kumar, 2018), et est décrit comme un dysfonctionnement 

potentiellement mortel de plusieurs organes causé par une réponse déséquilibrée de l'organisme 

à une infection (Singer et al., 2016). Il fut décrit par Hippocrate comme dangereux, odorant, et 

correspondant à une décomposition biologique du corps (Majno, 1991 ; Funk et al., 2009). 

En 1914, Schottmueller a découvert que le sepsis est une réponse de l’hôte provoquée par des 

agents pathogènes circulant dans le sang entraînant une inflammation systémique excessive 

(Hawiger et al., 2015). En 1992, un groupe consensus a suggéré le terme « sepsis sévère » pour 

désigner un sepsis compliqué par une défaillance organique aiguë, et le terme « choc septique 

» pour décrire un sepsis associé à une hypotension réfractaire à la réanimation liquidienne 

(Bone et al., 1992). 

La définition de la SRIS (syndrome de réponse inflammatoire systémique) est basée sur la 

présence d'au moins deux des critères suivants : température > 38°C ou < 36°C, fréquence 

respiratoire > 20/mn, fréquence cardiaque > 90 battements par minute et numération 

leucocytaire > 12 000/mm³ ou < 4 000/mm³ (Figure 1) (Dulhunty et al., 2008). 
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Figure 1 : Classification des conditions infectieuses ou non-infectieuses liées à un sepsis. 

(Bone et al., 1992) 

La nouvelle définition précise que le sepsis se réfère à la réaction incontrôlée de l'organisme à 

une infection et à la défaillance d'un organe pouvant être mortelle, soulignant l'importance du 

mécanisme et de la gravité de la défaillance d'organe causée par une infection, nécessitant une 

intervention et une identification rapides dans le traitement clinique (Shankar-Hari, 2016 ; 

Rhodes, 2017). Les nouveaux critères cliniques du sepsis incluent une infection suspectée ou 

confirmée avec un dysfonctionnement d’organe identifié par une augmentation aiguë de deux 

points ou plus du score SOFA (the Sequential [sepsis-related] Organ Failure Assessment) 

(Annexes 1) (Singer et al., 2016). 

Le choc septique est défini comme un sous-ensemble cliniquement distinct de cas de sepsis où, 

malgré une réanimation liquidienne appropriée, les patients présentent une hypotension 

nécessitant des vasopresseurs pour maintenir une pression artérielle moyenne supérieure à 65 

mm Hg et une concentration sérique élevée de lactate supérieure à 2 mmol/L (Singer et al., 

2016). 
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II. Physiopathologie du sepsis 

Des études ont montré que le sepsis se manifeste lorsque la réaction initiale adéquate de 

l'hôte à une infection est amplifiée puis dérégulée (Cohen, 2002), entraînant un déséquilibre 

entre les réponses pro-inflammatoires et anti-inflammatoires. Il a été signalé que la réponse 

immunitaire innée, qui, contrairement à la réponse immunitaire adaptative, peut réagir 

immédiatement aux agents pathogènes envahisseurs, joue un rôle crucial dans l'initiation de la 

physiopathologie du sepsis (Hansen et al., 2011).   

La physiopathologie du sepsis est considérée comme une phase initiale hyper inflammatoire 

qui persiste pendant plusieurs jours suivie d'une phase immunosuppressive plus prolongée 

(Hotchkiss et al., 2013). 

II. 1. Phase hyper inflammatoire 

    La réponse innée aux infections bactériennes et fongiques est avant tout médiée par les 

monocytes/macrophages et les polynucléaires neutrophiles. Ces cellules expriment à leur 

surface des récepteurs cellulaires nommés Pattern Recognition Receptors (PRRs), chargés de 

la reconnaissance de motifs microbiens conservés mais au spectre étroit, connus sous le nom 

de Pathogene Associated Molecular patterns (PAMPs ou MAMPs) (Medzhitov et Janeway., 

2000). Les interactions entre PAMPs et PRRs vont enclencher des cascades de signaux 

intracellulaires dans les cellules immunitaires (Figure 2) (Medzhitov et al., 1997). 

Les TLR membres de la famille des PRR jouent un rôle central dans la réponse immunitaire 

innée (Annexes 1) (Sadik et al., 2015). Ils sont exprimés sur diverses cellules immunitaires, 

notamment les monocytes, les cellules dendritiques, les cellules B ainsi que les cellules 

endothéliales (Akira et al., 2006). Ce dernier fonctionne dans des voies dépendantes ou 

indépendantes du MyD88 (Myeloid differentiation primary response 88) (Gay, 2019). 

L'activation de ces deux voies de signalisation conduit à la libération des molécules pro-

inflammatoires dépendantes de l'activation de NF-κB, [cytokines (TNF-α, IL-1, IL-6, IL-8, 

etc.), chimiokines (CXCL8 et CXCL10), espèces réactives de l'oxygène ou génération de ROS, 

et peptides antimicrobiens ou AMP), molécules d'adhésion, de métalloprotéinases matricielles 

(MMP), de cyclooxygénase 2 (COX2) et d'oxyde nitrique inductible Synthase (iNOS)]( 

Baeuerle et al., 1997 ; Hettmann et al., 1999 ; Kumar 2019b, 2020c, 2021 ). 

Ainsi, un cycle vicieux est instauré et une libération massive de cytokines à l'échelle systémique 

qualifiée d’« Orage ou tempête cytokinique » ou d’état d'hyper inflammation systémique est 
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observée (Poujol, 2016). Les cytokines et les chimiokines libérées activent les cellules 

endothéliales qui expriment des molécules d’adhésion à 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 dernières seront responsables de 

l’apprêtement antigénique ; elles participent à l’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 à l’amplification de la réponse immune et à l'élimination des pathogènes 

et des cellules infectées. L’immunité humorale n’est pas en reste, puisque des anticorps immuns 

sont générés après activation, prolifération et différentiation des LB. Ces anticorps sont une 

fraction soluble très importante puisqu’elle est capable de neutraliser le germe infectieux et 

d’induire des mécanismes spécifiques tels que, l’activation du système du complément, 

l’opsonisation et l’ADCC (Antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity) (Grimaldi, 2014).    

Certaines études cliniques ont démontré que l’activation du NF-κB dans diverses cellules est 

en corrélation avec la gravité du sepsis et des lésions organiques, ainsi qu'à la létalité elle-même 

(Schwartz et al., 1996 ; Arnalich et al., 2000). 

Les patients qui ne survivent pas montrent une activation de NF-kB plus importante et plus 

prolongée que les survivants (Bohrer et al., 1997 ; Arnalich et al 2000). 

  II. 2. Phase d’immuno- suppression 

Il a été suggéré que la phase hyper inflammatoire soit suivie ou coïncide avec un état 

prolongé d'immunosuppression (Hotchkiss et al., 2006 ; Germain., 2012). Cet état, appelé 

immunoparalysie induite par le sepsis (Hotchkiss et al., 2010), se caractérise par une altération 

des réponses immunitaires innées et adaptatives, et pourrait jouer un rôle important dans le 

développement des lésions tissulaires, de la défaillance organique multiple et de la mort induite 

par sepsis (Figure 2) (Akira et al., 2006). 
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 Cette phase se distingue par une baisse de nombre de lymphocytes T (auxiliaires et 

cytotoxiques) en raison de l'apoptose et d'une réponse réduite aux cytokines inflammatoires 

(Eckle et al., 1991). Des études post mortem des patients en soins intensifs décédés de sepsis 

ont montré une diminution globale des lymphocytes T CD4+ et CD8+, en particulier dans les 

organes lymphoïdes comme la rate. Des recherches ont aussi révélé une réduction de la 

production de cytokines essentielles telles que l'IL-6 et le TNF en réaction à l'endotoxine 

(Biemond et al., 1995 ; Hotchkiss et al., 2001). 

Figure 2 : Phases hyper-inflammatoire et d’immunosuppression au cours du sepsis 

(Hotchkiss et al., 2013). 

II. 3. Dysfonctionnement hépatique associé au sepsis 

Le foie joue un rôle central dans le métabolisme et l'homéostasie immunologique. Cet 

organe est impliqué dans plus de 200 fonctions, telles que la détoxification, le stockage, la 

production d'énergie, la conversion des nutriments, l'équilibre hormonal, et la coagulation. Ces 

fonctions physiologiques cruciales font du foie un organe essentiel à la survie de l’hôte après 

une blessure grave telle que le sepsis. Des recherches ont démontré que le dysfonctionnement 

et l'insuffisance hépatique, les complications particulièrement graves du sepsis, contribuent 

directement à la l'évolution de la maladie et à la mort (Canabal et al., 2008). 

Au cours du sepsis, le foie est endommagé par des agents pathogènes, des toxines ou des 

médiateurs inflammatoires. La lésion évolue d'un dysfonctionnement hépatocellulaire actif à 

des lésions puis à une insuffisance hépatique. Le dysfonctionnement hépatique consiste en des 

altérations des fonctions hépatocellulaires, telles qu'une diminution de la synthèse ou une 

diminution de la fonction de clairance (Jarrar et al., 2001).   
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Les données cliniques et expérimentales suggèrent que le dysfonctionnement hépatique est un 

signe précoce de sepsis et ce dysfonctionnement précoce est un facteur de risque indépendant 

et spécifique pour de mauvais résultats chez les patients atteints de sepsis (Kramer et al., 2007).   

Les lésions hépatiques induites par le sepsis comprennent l'hépatite hypoxique, la cholestase et 

la cholangite sclérosante secondaire chez les patients gravement malades (Strnad et al., 2017). 

III. Stress oxydatif et sepsis 

Le stress oxydatif est un déséquilibre entre les oxydants (ROS / RNS) et les antioxydants 

(Azzi, 2007 ; Prauchner, 2017).  

Les espèces réactives de l'oxygène (ROS) importantes dans la pathogenèse du sepsis 

comprennent l’anion superoxyde (O•
2−), le peroxyde d'hydrogène (H2O2) et les radicaux 

hydroxyles (HO•). Le O•
2− et le HO• sont des radicaux libres car ils ont un électron non apparié 

dans le dernier orbital d’une de leur molécule. Les espèces réactives de l'azote (RNS) 

comprennent l'oxyde nitrique radicalaire (•NO) et le peroxynitrite non radicalaire (ONOO−) 

(Meo et al., 2016). 

Au cours de la réponse inflammatoire, les neutrophiles et les macrophages activés génèrent des 

quantités importantes de ROS et RNS (van Berlo et al., 2010). 

ROS et RNS produites peuvent provoquer des modifications chimiques réversibles ou 

irréversibles (oxydation, nitrosylation et nitrosation) dans les protéines, les lipides et l'ADN, 

entraînant une diminution des fonctions biochimiques (Valko et al., 2007). Les ROS 

contribuent notamment au dysfonctionnement des cellules immunitaires lors d'un sepsis 

(Figure 3) (Kehrer, 2000). 

En général, la quantité excessive de ROS et RNS produits pendant le sepsis endommage les 

cellules et les organes (Zakkar et al., 2009). 
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        Figure 3 : Génération et effets des espèces réactives de l’oxygène et l’azote (RNS) 

(Brown et al., 2004). 

IV. Thérapie  

Le traitement du sepsis et du choc septique repose généralement sur un traitement 

antibiothérapie afin d’éliminer le foyer infectieux et sur le traitement symptomatique des 

défaillances d’organes (remplissage vasculaire, catécholamines et corticoïdes).  

Malgré l’amélioration des connaissances de la physiopathologie du sepsis aucune nouvelle 

thérapie efficace n’a vu le jour depuis plusieurs années. De nombreux essais cliniques ont été 

réalisés mais ceux-ci n’ont donné lieu à aucune mise sur le marché. Néanmoins, la recherche 

se poursuit avec de nouveaux essais cliniques qui visent à stimuler le système immunitaire 

(immunothérapie) pendant la phase tardive de la maladie (Rello et al., 2001).  

Les principes fondamentaux de la gestion du sepsis incluent le contrôle de l'infection, 

l'administration d'antibiotiques et le soutien hémodynamique. Cependant, la corrélation entre le 

niveau d'antioxydants et les résultats du sepsis justifie également l’utilisation de substances 

antioxydantes pour le traitement du sepsis. Plusieurs molécules et différentes stratégies ont été 

utilisées dans une pléthore d’études ces dernières années avec des résultats parfois 

contradictoires (Mantzarlis et al., 2017). 

Le pyrrolidinedithiocarbamate (PDTC) est une substance hydrosoluble de faible poids 

moléculaire qui possède des propriétés antioxydantes. Des études ont montré que le PDTC 

inhibe l'activation de NF-kB dans des modèles de choc septique chez le rat et la souris en 
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empêchant la dégradation de l'IkBα induite par le LPS, ce qui entraîne une inhibition ultérieure 

de la translocation de la sous-unité NF-kB vers le noyau et donc une réduction de l'expression 

de l'oxyde nitrique synthase de type II, du TNF-α et d'autres médiateurs (Liu et al.,1997 ; Liu 

et al.,1999 ; Lauzurica et al., 1999). 

La réduction de la mortalité chez les souris septiques traitées avec le PDTC a été associée à un 

double effet : l'effet antioxydant direct et l'inhibition de NF-kB (Meisner et al., 2000). 
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Notre étude a été réalisée au niveau des laboratoires de pédagogies de la Facultés des 

Sciences de la Nature et de la Vie de l’université de Blida 1, de Mars à juin 2024.  

Ce travail de recherche a porté sur : 

• L’étude de l’implication du stress oxydatif dans les dommages hépatiques induits par 

sepsis polycmicrobien, in vivo. 

• Le rôle de PDTC dans la prévention du stress oxydatif, de la réponse inflammatoire et 

des altérations hépatiques induits par sepsis polymicrobien. 

I. Matériel  

I. 1. Matériel non biologique 

Dans notre travail, nous avons établi un protocole expérimental dans lequel nous avons 

utilisé une molécule synthétique : le Pyrrolidine dithiocarbamate « PDTC » (C5H12N2S2, 

Sigma). Il s’agit d’un inhibiteur sélectif du NF-κB qui possède également des propriétés 

antioxydantes et anti-inflammatoires (Wild et al., 1999 ; Stuhlmeier et al., 2000). 

La verrerie, les appareillages, les solutions et réactifs utilisés dans cette étude se trouvent dans 

Annexes 2. 

I. 2. Matériel biologique 

Nous avons réalisé une étude in vivo en utilisant un modèle murin de sepsis 

polymicrobien induit par CLP (Cecal Ligation and Puncture). 

Nous avons mené notre recherche sur des souris mâles de type BALB/c (n= 20), âgées de 10 à 

12 semaines (26-33g), fournies par l’Institut Pasteur d’Algérie (IPA, Kouba, Alger). Les souris 

ont été acclimatées à l'environnement de l'animalerie de l'Université de Blida 1 avec une 

température moyenne de 25 ºC et une humidité ambiante.   Elles étaient nourries avec un aliment 

granulé (contenant 49,80% de glucides, 34,50% de protéines, 10% de lipides et un complexe 

minéral vitaminé de 5,70%) et accès à l'eau du robinet à volonté.  

Toutes les expériences ont été réalisées en respectant la législation Algérienne de la protection 

des animaux d’expérimentations utilisées à des fins scientifiques [loi n°12-235/2012 ; Décret 

exécutif n° 10-90]. 
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II. Méthodes  

II. 1. Modèle murin de sepsis polymicrobien  

Le sepsis a été induit par une ligature et une ponction cæcale (CLP), un modèle 

expérimental polymicrobien reflétant les changements physiopathologiques et les symptômes 

cliniques typiques tels que l'hypothermie, tachycardie et tachypnée, observée chez les patients 

septiques (Rittirsch et al., 2009). 

  Le modèle de CLP est le plus couramment employé car il offre une représentation plus précise 

de la complexité du sepsis humain, avec des agents pathogènes endogènes simulant une lésion 

traumatique conduisant à une péritonite chez l'homme (Rittirsch et al., 2009).   

Les souris sont anesthésiées à l'aide d'un mélange de kétamine/ acépromazine (à des doses de 

10mg/Kg/i.p et 2mg/Kg/i.p respectivement, administré par voie intra-péritonéale ou IP). Elles 

sont ensuite placées sur une table d'opération aseptique dans un environnement opératoire 

stérile. 

La partie inférieure de leur abdomen est rasée puis désinfecté par l’alcool afin de faire une 

incision abdominale médiane de 1 cm, permettant d'exposer correctement le cæcum (Figure 4 

A-C). Une fois exposé, le cæcum est soigneusement ligaturé sous la valve iléo-cæcale avec une 

suture de soie 4-0, afin d’obtenir la même sévérité du sepsis, puis perforé trois fois avec une 

aiguille de calibre 22. Une petite quantité de fèces est délicatement pressée à travers le site de 

ponction. Ensuite, le cæcum est replacé dans la cavité péritonéale et l'incision abdominale est 

ensuite suturée (Figure 4 D-I). 

  Une fois la procédure chirurgicale terminée, les souris sont immédiatement ramenées dans 

leurs cages, avec un accès libre à l'eau et à la nourriture.  
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Figure 4. Etapes critiques de CLP induite chez la souris. A : Désinfection de la zone 

abdominale après rasage. B : Incision abdominale médiane de 1 cm. C : Exposition du cæcum. 

D : Ligature du cæcum sous la valve iléo-cæcale. E : Ponction cæcale avec une aiguille de 

calibre 22. F : Libération d’une petite quantité de fèces des sites de ponction. G et H : Suture 

et désinfection de l’incision abdominale par du Bétadine. I : Réanimation de la souris après 

CLP. 

II. 2. Protocole pharmacologique 

Les souris BALB/c ont été réparties en quatre lots : 

1. Lot Contrôle (n=5) : n’ayant reçu aucun traitement. 

2. Lot PDTC (n=5) :  ayant reçu 200 mg/kg/ip de PDTC 

3. Lot septique (CLP) (n=5) : ayant subi un CLP. 

4. Lot septique traité à la pyrrolidinedithiocarbamate (CLP-PDTC) (n=5) : ayant reçu 

une dose de 200 mg/kg/i.p de PDTC 30 min avant CLP.  
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Les animaux ont été sacrifiés 24 h après la CLP. Les organes (foie et rate) ont été 

immédiatement récupérés, rincés avec une solution froide de NaCl à 0,9 % et préparés pour 

l’étude biochimique et histologique. 

Le sang a été prélevé par ponction cardiaque sur tube EDTA pour déterminer la formule 

d'énumération sanguine (FNS). 

II. 3. Etude biochimique 

II. 3. 1. Préparation de l’homogénat tissulaire 

Les tissus hépatiques ont été homogénéisés à une température de 4°C et à une vitesse 

de 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. Suite à trois cycles 

de congélation-décongélation, les homogénats sont centrifugés pendant 20 minutes à 

10000g/4°C. Les surnageants sont récupérés, puis divisés et conservés   à une température 

de -20 C° jusqu'à leur utilisation (Blandizzi et al., 2005). 

II. 3. 2. Dosage des protéines 

La méthode de Bradford est utilisée pour mesurer la concentration des protéines 

hépatiques en se basant sur l’interaction du bleu de coomassie G250 avec les protéines, 

formant un complexe de couleur bleue qui absorbe fortement à 595 nm.   

La concentration protéique est proportionnelle à l’intensité de l’absorption, elle est 

déterminée à partir d’une courbe étalon établie au préalable avec la protéine BSA (Bovine 

Serum Albumin) à 0.1% (Bradford, 1976). 

II. 3. 3. Dosage des marqueurs de stress oxydatif 

2 marqueurs biochimiques de stress oxydatif ont été analysés dans les homogénats 

hépatiques, parmi lesquels : 

- Les marqueurs pro-oxydants : le malondialdéhyde (MDA). 

- Les marqueurs antioxydants : la catalase (CAT). 

II. 3. 3. 1. Dosage d’un paramètres pro-oxydants : Le malondialdéhyde (MDA) 

Le malondialdéhyde (MDA) est utilisé comme indicateur direct de la peroxydation 

lipidique. Son dosage repose sur la détermination, par spectrophotométrie à 532nm, de 

l'intensité de la couleur rose générée suite à la réaction de deux molécules d'acide 
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thiobarbiturique (TBA) avec les peroxydes lipidiques ou les espèces réactives de TBA 

(TBARS), incluant le MDA (Lefèvre et al., 1998).   

50 μL d’homogénat hépatiques sont ajoutés à un mélange réactionnel contenant : 375μL 

d’acide acétique 20% pH 3.5, 375μL d’acide thiobarbiturique (TBA) à 0.8%, 50μL de 

sodium dodecylsulfate (SDS) à 8,1%. Ensuite, Le volume réactionnel est complété à 1.0 ml 

avec de l’eau distillée est incubé à 95°C pendant 1heure (Ohkawa et al., 1979). 

La réaction est arrêtée par un refroidissement rapide (bain glacial) et une centrifugation à 

3000g pendants 10 min et à 4°C. La densité optique est mesurée à 550 nm et les résultats 

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

II. 3. 3. 2. Dosage d’un paramètres antioxydants : la 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’hydrogène 

en eau et oxygène (Jevva et al., 2015). 

                                                    2 H2O2 → 2 H2O + O2 

Le dosage de l'activité catalase a été réalisé, en suivant la cinétique de transformation du 

peroxyde d'hydrogène (H2O2) en eau et oxygène. 5μL d’homogénat tissulaire sont mélangés 

à 995 μL de tampon phosphate 50mM, pH 7.4. Ensuite, la réaction est déclenchée par l'ajout 

de 500 μL de H2O2 à 30 mM.   La cinétique de la réaction est suivie pendant 2 minutes à 

25°C. L'activité de la catalase est mesurée en observant la diminution de l'absorbance à 

240nm et elle est exprimée en U/min/mg de protéines (Aebi, 1984). 

   Une unité de catalase correspond à K/6,93x103-. K = (2,3/t) (log A1/A2) où t : temps en 

seconde ; A1 : Absorbance à temps zéro et A2 : Absorbance à 2 minutes. 

II. 3. 4. Etude hématologique par FNS  

Un hémogramme ou numération-formule sanguine (NFS) est un test hématologique 

qui permet une évaluation quantitative (nombre) et qualitative (formule) des composants 

sanguins tels que : 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 l’état général, 

en cas d’hémorragie, de thromboses, d’infection persistante ou de cancer. Il est également 

prescrit dans le cadre du suivi d’un traitement médicamenteux (Berthélémy, 2014).  

L’hémogramme a été réalisé à l’aide d’un automate.  
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II.3.5. Etude histologique 

L’étude histologique a été réalisée sur le foie et la rate, qui ont été découpés puis 

fixés dans du formol tamponné à 4% pendant 24h. Les pièces ont ensuite été déshydratées 

par passage successifs dans des bains d’alcools à degrés croissants (70°, 90° et 100°) suivis 

d’un bain de toluène. 

Des blocs ont été confectionnés, après imprégnation des fragments fixés à la paraffine. Des 

coupes de 5μm d’épaisseur ont été réalisées à l’aide d’un microtome (Américain Optical) et 

colorées à l’hématoxyline-éosine (H-E) (Annexe 3) (Martoja et Martoja., 1967). 

II.3.6. Etude statistique 

Les données ont été analysées à l'aide du logiciel GraphPad Prism v.6.0 et les 

résultats sont exprimés en moyenne ± erreur standard de la moyenne (SEM).   

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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Dans cette étude, nous avons démontré l’implication du stress oxydatif dans les 

altérations hépatiques induites par le sepsis, caractérisé par un déséquilibre entre les paramètres 

pro et anti-oxydants. Le foie assure des fonctions métaboliques, hormonales et de défense, 

jouant un rôle crucial dans le maintien de l'homéostasie systémique. En cas de sepsis, il élimine 

les bactéries et intervient dans les réponses inflammatoires et dans la coagulation (Yan et al., 

2014). 

Les mécanismes de surveillance immunitaire et d'élimination bactérienne se déroulent 

principalement dans les sinusoïdes hépatiques, où différentes cellules immunitaires rencontrent 

des micro-organismes, des antigènes et des facteurs humoraux, induisant des réponses 

inflammatoires (Jenne et al., 2013 ; Brunt et al., 2014). Ces réponses peuvent entraîner des 

dommages hépatiques, une anergie des mécanismes de défense, des lésions, une défaillance 

hépatique et une mortalité (Yan et al., 2014 ; Woźnica et al.,2018). 

Le dysfonctionnement hépatique survient souvent tôt lors du sepsis, apparaissant chez les 

animaux environ 1h30 après CLP et moins de 24 heures après l'apparition de la maladie chez 

les patients (Recknagel et al., 2012). Les PAMPs, MAMPs et DAMPs activent les récepteurs 

PRRs (TLRs), entraînant la phosphorylation des inhibiteurs de NF-κB. Ce dernier transloque 

alors dans le noyau pour réguler la transcription de nombreux gènes impliqués dans la réponse 

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

L’activation de NF-κB augmente l’expression de gènes codant pour des molécules d’adhésion, 

des chemokines (Il-8), des cytokines (IL-1, IL-2, TNF-α, IL-12) et des protéines de présentation 

de l’antigène, ainsi que des protéines impliquées dans le sepsis et les défaillances d’organes 

comme la COX-2 et l’iNOS, stimulant ainsi la production de NF-κB par rétro-contrôle positif 

de l’inflammation (Figure 14) (Bouglé et al., 2007). 

Parallèlement, un stress oxydatif s’installe, déclenchant le recrutement de neutrophiles 

polynucléaires et une cascade d'événements immunomodulateurs qui produisent des ROS et 

RNS, propageant les lésions (Mittal et al., 2014). De plus, les ROS/RNS activent le NF-κB, 

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

Le PDTC, un composé thiol avec des effets antioxydants et anti-inflammatoires inhibant la voie 

NF-kB (Schreck et al., 1992 ; Lee et al., 2017), améliore les fonctions hépatiques, diminue la 

peroxydation lipidique et augmente la catalase (Figure 14) (Hagar et al., 2009). 
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Figure 15. Schéma récapitulatif de certains mécanismes moléculaires à la base des effets anti-

inflammatoires, antioxydants du PDTC dans l’altération hépatique induit par sepsis. 
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L'étude de l'effet du sepsis et du PDTC sur notre modèle de souris BALB/c suggère : 

- L'implication du stress oxydatif dans les altérations hépatiques induites par le sepsis, 

caractérisée par une augmentation des marqueurs pro-oxydants (MDA) et une 

diminution des marqueurs antioxydants enzymatiques (catalase). 

- Une réponse inflammatoire excessive associée à ce stress oxydatif, se manifestant par 

une infiltration leucocytaire hépatique, des dommages oxydatifs hépatiques, une 

cholestase, une stéatose hépatique non alcoolique aiguë et une dilatation des sinusoïdes 

hépatiques. En revanche, une immuno-paralysie systémique caractérisée par une 

leucopénie, une lymphopénie, une granulopénie et une neutropénie ont été noté chez les 

souris septiques. 

- Une activation de la réponse immuno-inflammatoire, caractérisée par une forte 

infiltration leucocytaire dans le foie, et la rate des souris septiques. 

- Le PDTC prévient le stress oxydatif, rétablit l'équilibre redox, inhibe la réponse 

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

Nos résultats ouvrent des perspectives prometteuses pour l'utilisation thérapeutique du PDTC 

comme traitement du sepsis. Ils confirment également le rôle essentiel du stress oxydatif dans 

la physiopathologie du sepsis. En perspectives, il serait intéressant de : 

- Élucider les mécanismes par lesquels le PDTC exerce son effet immuno-régulateur. 

- Rechercher des paramètres de diagnostic précoce du sepsis. 

- Étudier l'implication du stress oxydatif et l'effet du PDTC chez des patients septiques. 

- Rechercher d'éventuelles corrélations entre les paramètres du stress oxydatif, le 

dysfonctionnement d'organes et le pronostic des patients septiques. 
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                                                           Annexe 1 

Tableau I. Les scores SOFA (the Sequential [sepsis-related] Organ Failure Assessment). 

Adapté de Singer et al ; Vincent et al (Vincent et al., 1996 ; Singer et al., 2016). 

Système Scor 

0 1 2 3 4 

Respiration  

PaO2 /FiO2, mm 

Hg(kpa) 

≥400 

(53.3) 

<400 

(53.3) 

<300 (40) <200 (26.7) 

Avec assistance 

respiratoire 

<100 (13.7) 

Avec assistance 

respiratoire 

Coagulation   

Plaquettes, 

×103/ul 

≥150 <150 <100 <50 <20 

Foie  

Bilirubine, mg/dl 

(umol/L) 

<10.2 

(20) 

1.2-1.9 

(20-32) 

2.0-5.9 (33-

101) 

6.0-11.9 (102-204) >12.0 (204) 

Cardiovasculaire MAP≥70 

mm Hg 

MAP≥70 

mm Hg 

Dopamine<5 

Ou 

dobutamine 

Dopamine 5.1-15 

ou epinephrine≤0.1 

ou 

norepinephrine≤0.1 

Doppamine> 15 ou 

epinephrine>0.1 ou 

norepinephrine>0.1 

Système 

nerveux central 

 

Scor sur l’echelle 

de coma de 

Glasgow  

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

Rénal  

Créatinine, 

mg/dl(umol/l) 

<1.2 

(110) 

1.2-1.9 

(110-

170) 

2.0-3.4 (171-

299) 

3.5-4.9 (300-440) >5.0 (440) 

Débit urinaire, 

ml/d 

   <500 <200 

 

FIO2, fraction de l'oxygène inspire (Fraction of inspired oxygen). MAP, moyenne de pression 

artérielle (Meanarterial pressure), PaO2, Pression partielle d'oxygène (partial pressure of 

oxygen). 
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Tableau II: Récepteurs TLRs chez l’homme et agonistes (Lemarié et al., 2020). 
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Annexes 2 

Matériel non biologique  

Appareillages : 
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Etude histologique par coloration standard à hématoxyline-éosine  

A. Fixation La fixation  

  Consiste immerger le tissu dans du formol tamponné à 4% dans le but de conserver 

les structures à l’état le plus proche du vivant et de s'opposer à l'autolyse tissulaire. Les 

structures sont figées et les antigènes immobilisés in situ, afin qu’ils ne soient pas altérés 

par les différents bains réactionnels. Cette étape doit se faire immédiatement après le 

prélèvement pour éviter l’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 régulières. Le 

milieu d’inclusion le plus utilisé est la paraffine. Comme la paraffine est hydrophobe, le 

prélèvement doit d’abord subir une déshydratation par immersion dans des bains d’éthanol 

(le fixateur est éliminé) de degré croissant 70°, 80°, 95°, et 100° puis dans des bains de 

solvant miscible à la paraffine comme le toluène ou le xylène (l’alcool est éliminé). Le 

prélèvement 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 à 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 à la 

paraffine. 

 

Une fois totalement imprégné, le tissu est placé dans un moule contenant de la paraffine 

fondue (portée à 56/58°C), la chaleur provoque l'évaporation du solvant et les espaces ainsi 
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libérés sont remplis par la paraffine, après refroidissement, on procède 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 à 5 μm d’épaisseur. Les coupes sont recueillies et 

étalées sur des lames de verre préchauffées au bain-marie à 45°C, puis séchées une nuit à 40- 

45°C ou 1h à 60°C. 

Les coupes histologiques sont colorées à l’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, l’hématoxyline, et d’un colorant cytoplasmique acide, l’éosine. 

L’hématoxyline colore les noyaux en bleu violet tandis que l’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, après déparaffinage des coupes (physique à l’étuve 80°C 

pendant 5 min et chimique dans 2 bains de toluène pendant 3 min), en immergeant les lames 

dans des bains d’éthanol de degré décroissant (100°,95°,80°,70°) puis dans l’eau distillée 

(Tableau V) (Fischer et al., 2008).  

Les coupes sont d’abord colorées par l’hématoxyline pendant 10 minutes puis à l’éosine 

pendant 1 min. Elles sont rincées après chaque coloration pour éliminer l’excès des colorants  

 Les lames sont montées pour préserver les colorations. Ils sont déshydratés grâce à 3 bains de 

d’alcool 100° suivis de 3 bains de toluène pendant 40 sec chacun, puis des lamelles de verre 

sont collées par-dessus (grâce à des résines synthétiques Eukit) afin de préserver les 

préparations. Les lames ainsi montées peuvent être conservées pendant plusieurs dizaines voire 

plusieurs centaines d'années. 
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Tableau IV. Etapes de coloration hématoxyline- éosine. 

 

 

 

 

 

 

                                                      

 

 

Etapes Réactifs Durée  

Déparaffinage Etuve 100°C 5min  

3 bains de toluène 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 1min  

Lavage eau 2min  

Déshydratation 3 bains d’éthanol 100° 45sec x3  

3 bains de Toluène 45sec x3  


